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O aumento da população imunocomprometida devido aos procedimentos médicos 
invasivos e a alta incidência da AIDS se correlaciona ao aumento de infecções, 
dentre as quais se destacam àquelas causadas por fungos oportunistas. As 
Infecções Fúngicas Invasivas (IFIs), que predominam nestes quadros de 
imunossupressão, são difíceis de tratar devido ao pequeno número de antifúngicos. 
Este fato está associado ao reduzido número de alvos moleculares para o 
desenvolvimento de novos antifúngicos, pois o patógeno e o hospedeiro são 
eucariotos. C. neoformans é uma levedura oportunista que causa meningite, uma 
doença com alta taxa de mortalidade. Além disso, é considerado um modelo para 
estudos de virulência e patogênese, devido às características biológicas e aos 
avanços tecnológicos alcançados. A aquisição, síntese e reciclagem de nutrientes 
pela célula têm sido apontadas como divergentes entre os eucariotos superiores e 
inferiores. O grupo de Cryptococcus do LIMic-UNIFESP usa técnicas de 
manipulação genética em C. neoformans para avaliar a potencialidade das vias de 
biossíntese e captação de aminoácidos como alvos de novos antifúngicos. O grupo 
demonstrou que as vias de biossíntese de metionina e triptofano são muito 
importantes para a sobrevivência e para a patogênese, sendo, portanto, alvos úteis 
para a terapêutica. Neste trabalho foram estudados dois genes de C. neoformans 
que codificam proteínas cuja sequencia de aminoácidos tem similaridade às 
permeases de alta e baixa afinidade à metionina de Saccharomyces cerevisiae 
(Mup1 e Mup3). A metodologia empregada foi à deleção destes genes 
separadamente e em conjunto (duplo mutante), avaliação fenotípica, sobrevivência 
in vitro e in vivo, expressão de fatores de virulência e sinergismo aos antifúngicos 
usados na clínica. Os resultados indicam que as mutações, tanto em separado, 
como o duplo mutante, não causam impactos significativos na virulência, mas 
afetam a capacidade da frutificação haploide, bem como a assimilação de alguns 
aminoácidos como fonte única de nitrogênio, principalmente a 37ºC, sugerindo que 
em C. neoformans estas permeases são globais e não específicas de metionina 
como em S. cerevisiae. 






The increase in immunocompromised population due to invasive medical procedures 
and AIDS correlates with high incidence of infections, among which stand out those 
caused by opportunistic fungi. Invasive Fungal Infections (IFIs), which are common in 
immunosuppressed patients, are difficult to treat due to small number of antifungal 
drugs, which reflects the reduced number of molecular targets, since the pathogen 
and the host are both eukaryotes. C. neoformans is opportunistic yeast that causes 
fungal meningitis, a disease with high mortality rate. Moreover, it is considered a 
model for virulence and pathogenesis studies, due to the biological features and 
technological advances. The uptake, biosynthesis and recycling of nutrients by the 
cell have been identified as useful antifungal drug targets, since these biological 
processes are divergent between the upper and lower eukaryotes. Cryptococcus 
group at Microbial Interactions Laboratory at UNIFESP uses C. neoformans and 
genetic engineering techniques to evaluate the potential of biosynthetic and amino 
acids uptake pathways as targets for antifungal development. The group 
demonstrated that methionine and tryptophan biosynthetic pathways are very 
important for the survival and virulence. In this work we studied two C. neoformans 
genes which encode proteins with sequence similarity to both high and low affinity 
methionine permeases in Saccharomyces cerevisiae (Mup1 and Mup3). Gene 
deletion, separately and in combination (single and double mutants), phenotypic 
analysis, virulence factors expression, in vitro and in vivo survival and synergism to 
antifungal agents were used to test if C. neoformans Mup1 and Mup3 would be good 
targets. The results indicate that the single and double mutations did not cause 
significant impact on virulence, but they do affect the assimilation of some amino 
acids as the sole nitrogen source, especially 37°C, suggesting these are not 
methionine specific, as in S. cerevisiae, but global permeases. 
 







LISTA DE FIGURAS 
Figura 1 – Ciclo de infecção por C. neoformans. Esporos ou propágulos 
provenientes de madeiras em decomposição, solo e excremento de pombo podem 
ser inalados. Uma vez no interior do hospedeiro, Cryptococcus adere ao pulmão 
ficando latente ou causando sintomas leves (COELHO et al., 2014). A ameba é um 
dos predadores naturais do C. neoformans no meio ambiente. ................................ 27 
Figura 2 – O transporte através da membrana. Difusão simples: pequenas moléculas 
conseguem atravessar a dupla membrana a favor do gradiente de concentração; 
Mediado por canal: Transporte de moléculas maiores através de uma proteína canal; 
Proteínas carreadoras ou permeases: transporte de substratos auxiliados por uma 
proteína a favor do gradiente de concentração (transporte passivo) ou com gasto 
energético de ATP (representado pelo raio amarelo), neste caso, transporte ativo. 
Imagem produzida pelo próprio autor. ....................................................................... 33 
Figura 3 – Mecanismos de transporte de aminoácidos. Antiporte: transporte 
acoplado ao fluxo de íons direcionando o transporte do substrato de maneira 
inversa; simporte ou cotransporte: transporte do substrato simultaneamente a outro 
substrato na mesma direção. Uniporte: transporte de um único substrato através da 
membrana. Imagem produzida pelo próprio autor. .................................................... 34 
Figura 4 – Alinhamento das sequencias de aminoácidos das permeases similares à 
Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae encontrada em basideomicetos e ascomicetos. As 
duas permeases de C. neoformans estão sublinhadas. C.a. = Candida albicans; C.c. 
= Coprinopsis cinerea; C.n. = Cryptococcus neoformas; S.c. = Saccharomyces 
cerevisiae e U.m. = Ustilago maydis. A porcentagem de similaridade pode ser 
observada no apêndice D.......................................................................................... 61 
Figura 5 - Domínios conservados encontrados nas permeases Mup1 e Mup3 de C. 
neoformans e S. cerevisiae. A esquematização das proteínas foi feita no programa 
IBS (Illustrator for biological sequences versão 1.0) disponível em 
http://ibs.biocuckoo.org/. ........................................................................................... 63 
Figura 6 - A avaliação da expressão gênica relativa dos genes MUP1 e MUP3 em C. 
neoformans frente a diversas condições nutricionais. (A) o perfil de expressão em 
meio YNB contendo a fonte preferencial de nitrogênio, sulfato de amônia, (barras 
vermelhas) ou na ausência da fonte preferencial (barras azuis) contendo diferentes 
combinações de aminoácidos sulfurosos (cisteína ou metionina) ou conjunto de 
aminoácidos (metionina, histidina e triptofano). A privação nutricional está 
representada nas barras verdes. A quantificação é relativa ao meio rico YPD (barras 
brancas). SD = synthetic dextrose; N= sulfato de amônia; AA= aminoácidos; C= 
cisteína; M= metionina e SAA= aminoácidos sulfurosos. (B) expressão dos genes 
MUP1 e MUP3 em resposta à fonte não preferencial de carbono (galactose) relativo 
ao meio YPD contendo a fonte preferencial de carbono (Dextrose). ........................ 65 
Figura 7 - Construção de deleção dos genes MUP1 e MUP3 de C. neoformans, 
adaptado de Kim et. al., (2009). A) esquematização da técnica de “double joint”, 
onde na primeira etapa foram amplificadas as regiões flanqueadoras esquerda (BE) 
e direta (BD) do gene usando os oligonucleotídeos 1+2 e 7+8, respectivamente. 
 
 
Nnesta etapa foram amplificadas as regiões do marcador de resistência com os 
oligonucleotídeos 3+4 e 5+6, respectivamente. Na segunda etapa, os fragmentos 
obtidos da primeira etapa foram fusionados dois a dois usando os a combinação de 
oligonucletideos1+4 e 5+8, dando origem a dois novos fragmentos. Em (B), 
amplicons obtidos na primeira etapa. Eram esperados amplicons com 
aproximadamente 600pb para as regiões flaqueadoras (BE e BD) e 1263pb e 850pb 
para regiões do marcador de resistência (ME e MD), respectivamente. C) resultado 
da fusão da segunda etapa, dando origem a dois fragmentos (FE e FD) com 
tamanho próximos a 1,8 e 1,5kb. BE = braço esquerdo; BD = braço direito; ME = 
marcador esquerdo; MD = marcador direito; FE = fragmento esquerdo; FD = 
fragmento direito. ...................................................................................................... 67 
Figura 8 - PCR diagnóstico para confirmação da deleção dos genes MUP1 e MUP3. 
A) Estratégia da confirmação da deleção usando a combinação de um 
oligonucletídeo na orientação direta, externo à construção (PRCP264 para mup1 e 
PRCP271 para mup3) e outro oligonucletídeo interno, na orientação reversa 
(MAV162) resultando em amplicons com 954pb, respectivamente. Em (B) o perfil de 
bandas geradas para os mutantes mup1 e mup3. BE = braço esquerdo; BD = braço 
direito; MR = marcador de seleção............................................................................ 68 
Figura 9 - Southern blot. (A) Perfil esperado de bandas para digestão do gDNA com 
a enzima PvuII: selvagem (H99) 3679 pb e mup1 1939 pb. Em (B), o padrão de 
bandas esperados para a digestão com a enzima EcoRV: 3892pb para o alelo 
selvagem e > 8kb para o alelo mup3. C) o resultado da digestão do gDNA do 
mutante mup1 e (D) para mup3. pb = pares de base; kb = kilobases ....................... 69 
Figura 10 – Deleção e confirmação da dupla deleção mup1::NeoR/mup3::HygR. A) 
Fragmentos na primeira etapa a partir da técnica “double joint” e (B) mostra a fusão 
dos fragmentos conforme descrito por Kim et al. (2009). (C) Transformantes 
identificados por PCR de colônia onde se era esperado fragmentos com 954pb. D) 
Estratégia para confirmação do duplo mutante mup1/mup3. Para o selvagem, as 
bandas 4,7 e 7,2kb eram esperadas, enquanto que, para as bandas referente aos 
genes MUP1 e MUP3 eram esperados 5,3 e 6,3kb e (E) a confirmação da deleção 
por Southern blotting (perfil de bandas produzido através da enzima EcoRI). .......... 70 
Figura 11 – A avaliação do crescimento da linhagem selvagem (H99) utilizando 
diferentes aminoácidos como fonte de nitrogênio em comparação à fonte 
preferencial de nitrogênio (amônia). Concentrações conhecidas de células foram 
inoculadas em placa de 96 poços contendo meio mínimo (YNB) acrescido de 
dextrose e 10 mM da fonte única de nitrogênio (cada um dos 20 L-AA 
individualmente, exceto a tirosina) a 30°C (A) e 37°C (B), durante 48 horas sobre 
agitação. Significância (p) ≤ 0,001 ***. ...................................................................... 71 
Figura 12 – A comparação relativa do crescimento das linhagens mutantes vs 
selvagem na presença da fonte preferencial de nitrogênio (NH4) à 30 e 37°C. 
Significância (p) ≤ 0,05*. ........................................................................................... 73 
Figura 13 – A) Acasalamento. Suspensões de células contendo 2x106UFC/mL das 
linhagens a e α (H99 x KN99a, mup1 x KN99a, mup3 x KN99a e mup1/mup3 x 
KN99a) foram inoculadas (5µL) em meio V8 ágar. B) filamentação haplóide. A 
 
 
filamentação haploide foi realizada inoculando-se concentrações conhecidas dos 
mutantes mup1, mup3 e mup1/ em meio filamento agar. Ambos os ensaios foram a 
incubados em temperatura ambiente, com ausência de luz por aproximadamente 30 
dias. Imagens (A) aumento de 200x e (B) aumento de 25x. ..................................... 76 
Figura 14 – Avaliação do crescimento por diluição seriada. Concentrações 
previamente padronizadas da linhagem selvagem e mutantes foram inoculadas em 
diferentes condições nutricionais (YPD, SD+N+AA, SD+N-AA, SD-N+AA e SD-N-AA) 
e incubadas a 30 e 37°C por 48h. ............................................................................. 77 
Figura 15 – Ensaio de produção de melanina. Colônias isoladas foram inoculadas 
em meio Agar Niger e incubadas por 5 dias a 30°C. As linhagens de C. neformans 
H99 e H86 (selvagem e mutante para lacase) foram utilizadas como controle positivo 
e negativo, respectivamente...................................................................................... 77 
Figura 16 – Avaliação da produção fosfolipase. Colônias isoladas de mup1, mup3 e 
mup1/mup3 e H99 foram inoculadas em meio ágar gema e incubadas por cinco dias 
a 30°C. Avaliação foi através da formação do halo de precipitação conforme descrito 
por Price et. al., (1982). ............................................................................................. 78 
Figura 17 – Avaliação da produção de urease. Colônias isoladas foram obtidas a 
partir de culturas crescidas durante 48-72h de H99, mup1, mup3 e mup1/mup3 e 
BY4742 (S. cerevisiae, negativo para urease) foram inoculadas em meio 
Christensen’s urea, e incubadas a 30°C por 48h. A alteração da coloração do meio 
de amarelo para vermelho indica atividade da urease. ............................................. 78 
Figura 18 – Produção de cápsula polissacarídica dos mutantes em relação ao 
selvagem nos tempos 24h, 48h e 72h. (A) e (B) mostram a análise estatística da 
síntese da cápsula pelos mutantes mup1 e mup3, nas condições de 30° e 37°C, bem 
como do mup1/mup3 nas mesmas condições (C) e (D). Significância (p) ≤ 0,001***.79 
Figura 19 - Análise do crescimento das linhagens mup1, mup3 e mup1/mup3 em 
diferentes condições de estresse osmótico (A) e salino (B). Os inóculos foram feitos 
por diluição seriada a partir de concentrações conhecidas e inoculados em meio 
YPD ou SD contendo 0,75 ou 1M de KCl ou NaCL. .................................................. 80 
Figura 20 – Análise do crescimento das linhagens mup1, mup3 e mup1/mup3 em 
diferentes condições de estresse alcalino. Os inóculos foram feitos por diluição 
seriada a partir de concentrações conhecidas e inoculados em meio YPD ou SD com 
pH ajustado para 6,7 e 8 nas temperaturas de 30° e 37°C. ...................................... 81 
Figura 21 – Análise da integridade da parede celular e membrana plasmática dos 
mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3. Concentrações conhecidas das linhagens 
mutantes e selvagem (H99) foram inoculadas em YPD contendo 0,5% de vermelho 
de congo foi usado para avaliar a integridade da parede celular e YPD acrescido 
0,03% de SDS para viabilidade da membrana plasmática, respectivamente. 
Seguidamente, todas as culturas foram incubadas á 30° e 37°C por 48h. ............... 82 
Figura 22 – Avaliação do efeito oxidativo e nitrosativo no desenvolvimento dos 
mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 comparado ao selvagem (H99). Concentrações 
conhecidas de todos os mutantes foram inoculadas em meio YPD, SD+N+AA e SD-
N+AA contendo 1mM ou 2,5mM de H202 e NaNO2e posteriormente incubados a 30° 
e 37°C por 48h. ......................................................................................................... 83 
 
 
Figura 23 – Verificação da sensibilidade dos mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 
comparada ao selvagem (H99) frente ao fluconazol (E-test) a 30° e 37°C. Formação 
da zona de inibição que corresponde à concentração necessária para inibição do 
crescimento das linhagens testadas. A 30°C, para o H99 a concentração de inibição 
foi de 32µg/ml e 24µg/ml para os mutantes, respectivamente. A 37°C. Com o 
aumento da temperatura (37°C), 6µg/ml foram necessários para inibir a linhagem 
selvagem e 4, 2 e 4µg/ml para os mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3, 
respectivamente. ....................................................................................................... 84 
Figura 24 – Ensaio de E-test para avaliar a sensibilidade dos mutantes mup1, mup3 
e mup1/mup3 comparada ao selvagem (H99) na presença do antifúngico 
anfotericina B (30° e 37°C).  É possível observar a formação da zona de inibição que 
corresponde à concentração (0,125µg/ml) necessária para inibição do crescimento 
das linhagens testadas. ............................................................................................. 85 
Figura 25 – Avaliação da virulência em modelo invertebrado G. mellonella. Grupos 
de 16 larvas foram infectados com os mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 e 
incubados a 30°C (A) e 37°C (B) e a sobrevivência foi avaliada durante 10 dias. 
Larvas infectadas com a linhagem selvagem H99 foram usadas como controle 



















LISTA DE TABELAS 
Tabela 1 – Permeases de alta afinidade a aminoácidos específicos descritas em S. 
cerevisiae. ................................................................................................................. 35 
Tabela 2 – Composição dos meios de indução utilizados para quantificação da 
expressão de MUP1 e MUP3. ................................................................................... 54 
Tabela 3 – Genes similares a Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae encontrados no 
genoma de espécies de basideomicetos e ascomicetos. .......................................... 60 
Tabela 4 – Crescimento relativo dos mutantes mup1 e mup3 (simples e duplo) 
relativo ao selvagem a 30 e 37°C em aminoácidos como fonte única de nitrogênio. 
Significância p ≤ 0,05 *, 0,005 ** e 0,001***. Os gráficos constituintes desta tabela 























LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS 
AIDS “Acquired Immunodeficiency Syndrome” / Síndrome da 
imunodeficiência adquirida 
AAP “Aminoacid permease” / Permease de aminoácido 
BE Braço esquerdo 
BD Braço direito 
BLAST “Basic Local Alignment Search Tool” / Ferramenta básica local 
de busca e alinhamento 
cDNA DNA complementar 
DO Densidade ótica 
EDTA Ácido etileno-diamino-tetraacético 
GAAC Controle geral de aminoácidos 
FE Fragmento esquerdo 
FD Fragmento direito 
IFI Infecção fúngica invasiva 
LB Luria-Bertani 
ME Marca de resistência esquerdo 
MD Marca de resistência direito 
MR Marca de resistência 
NCBI “Nacional Center for Biotechnology Information” / Centro 
Nacional de informações em Biotecnologia 
NCR “Nitrogen Catabolic Repression” Repressão catabólica de 
nitrogênio 
PCR “Polymerase Chain Reaction” / Reação em cadeia da 
polimerase 
RFLP “Restriction Fragment Length Polymorphism” / Fragmento de 
Restrição Polimorfismo 
RAPD “Random Amplification of Polymorphic DNA” / Amplificação 
aleatória de DNA polimórfico 
MLST “Multilocus sequence typing” / Tipagem por sequenciamento 
multilócus 
SD “Synthetic Dextrose” / Dextrose sintética 
TE Tris-EDTA 
Tris Tris-hidroximetil-aminometano 







































≤ Menor ou igual 
≥ Maior ou igual 
® Marca registrada 








g/L Gramas por litro 
mg/L Miligramas por litro 




Dc Diâmetro da colônia 
Dcp Diâmetro da colônia + diâmetrodo halo de precipitação de cálcio 
Pz Resultado do cálculo entre diâmetro da colônia (dc) e o diâmetro da 
colônia mais o diâmetro do halo de precipitação de cálcio 
Rpm Rotações por minuto 
α Alfa 
% Porcentagem 
pH Potencial hidrogeniônico 
NEO® Resistência a neomicina 




pb Pares de bases 
kb Kilo bases 
BE Braço esquerdo 
BD Braço direito 
ME Marcador esquerdo 
MD Marcador direito 
FE Fragmento esquerdo 
FD Fragmento direito 



























1. INTRODUÇÃO.............................................................................................................. 22 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA.......................................................................................... 25 
2.1. A biologia de Cryptococcus neoformans e a criptococose. .......................................... 25 
2.2. Antifúngicos e suas características. ................................................................................. 27 
2.3. Mecanismos de invasão e sobrevivência: fatores de virulência .................................. 29 
2.4. Biossíntese de aminoácidos em C. neoformans ............................................................ 31 
2.5. Captação de aminoácidos em leveduras ......................................................................... 33 
3. JUSTIFICATIVA ........................................................................................................... 39 
4. OBJETIVOS ................................................................................................................. 40 
4.1. Objetivo geral ....................................................................................................................... 40 
4.2. Objetivos específicos .......................................................................................................... 40 
5. MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................................ 41 
5.1. Condições gerais de esterilidade. ..................................................................................... 41 
5.2. Materiais ................................................................................................................................ 41 
5.2.1. Linhagens de microrganismos e plasmídeos .......................................................... 41 
5.2.2. Oligonucleotídeos ........................................................................................................ 41 
5.3. Meios de cultivo e soluções ............................................................................................... 41 
5.3.1. YPD ................................................................................................................................ 41 
5.3.2. YPD com acréscimo de 1M de sorbitol .................................................................... 42 
5.3.3. YPD suplementado com NaCl ................................................................................... 42 
5.3.4. YPD suplementado com KCl ..................................................................................... 42 
5.3.5. YPD suplementado com H2O2 ................................................................................... 42 
5.3.6. YPD suplementado com NaNO2 ............................................................................... 42 
5.3.7. YPD suplementado com Congo Red 0,5% ............................................................. 42 
5.3.8. YPD suplementado com SDS 0,03% ....................................................................... 43 
5.3.9. YNB 10X ....................................................................................................................... 43 
5.3.10. YNB ................................................................................................................................ 43 
5.3.11. YNB com acréscimo de NaCl .................................................................................... 43 
5.3.12. YNB com adição de KCl ............................................................................................. 44 
5.3.13. Meio V8 ágar ................................................................................................................ 44 
5.3.14. Ágar filamento .............................................................................................................. 44 
5.3.15. Ágar gema .................................................................................................................... 44 
5.3.16. Agar Níger Seed .......................................................................................................... 45 
5.3.17. Christensen’s urea Agar ............................................................................................. 45 
 
 
5.3.18. Solução de Dextrose 20% .......................................................................................... 46 
5.3.19. Solução de HCl 1M ..................................................................................................... 46 
5.3.20. Solução de aminoácidos 10X .................................................................................... 46 
5.3.21. Solução estoque de brometo de etídeo (10mg/mL) ............................................... 46 
5.3.22. Solução de Higromicina .............................................................................................. 46 
5.3.23. Solução estoque de G418 (Geneticina) ................................................................... 46 
5.3.24. Gel de agarose 0,8% .................................................................................................. 46 
5.3.25. Solução estoque de tampão de corrida para eletroforese (TAE 50X) ................ 47 
5.3.26. Tampão de amostra para eletroforese (6X) ............................................................ 47 
5.3.27. Tampão de extração de DNA .................................................................................... 47 
5.3.28. Tris-EDTA (TE) ............................................................................................................ 47 
5.3.29. Solução de RNAase .................................................................................................... 48 
5.3.30. Solução de desnaturação para Southern Blot ........................................................ 48 
5.3.31. Solução de neutralização para Southern Blot ......................................................... 48 
5.3.32. Solução estoque SSC 20X para Southern Blot ...................................................... 48 
5.3.33. Solução de lavagem (1) para Southern Blot ........................................................... 48 
5.3.34. Solução de lavagem (2) para Southern Blot ........................................................... 48 
5.4. Métodos ................................................................................................................................ 49 
5.4.1. Crescimento de microrganismos em cultura líquida .............................................. 49 
5.4.2. Reação de PCR comum ............................................................................................. 49 
5.4.3. Construção de cassetes de deleção por “Double joint”. ........................................ 50 
5.4.4. Transformação de C. neoformans por biolística. .................................................... 50 
5.4.5. Extração de gDNA de C. neoformans – “Smash and Grab” ................................. 51 
5.4.6. Confirmação da deleção por Southern blot ............................................................. 52 
5.4.7. Análise da expressão dos genes MUP1 e MUP3 por PCR em tempo real........ 53 
5.4.8. Ensaio de assimilação de L-aminoácidos. .............................................................. 54 
5.4.9. Avalição do crescimento por diluição seriada ......................................................... 55 
5.4.10. Avaliação da capacidade de acasalamento e frutificação haploide. ................... 56 
5.4.11. Ensaio de produção de urease.................................................................................. 56 
5.4.12. Ensaio de produção de melanina. ............................................................................ 56 
5.4.13. Ensaio de produção de fosfolipase B. ...................................................................... 57 
5.4.14. Ensaio de produção de cápsula polissacarídica. ................................................... 57 
5.4.15. Ensaio de resistência ao estresse salino, osmótico e alcalino. ........................... 57 
5.4.16. Ensaio de viabilidade da parede e membrana celular. .......................................... 58 
5.4.17. Concentração inibitória mínima (CIM) ...................................................................... 58 
5.4.18. Avaliação da virulência em Galleria mellonella ...................................................... 59 
 
 
5.4.19. Testes estatísticos ....................................................................................................... 59 
6. RESULTADOS ............................................................................................................. 60 
6.1. Caracterização de Mup1 e Mup3 de C. neoformans ..................................................... 60 
6.2. Expressão dos genes MUP1 e MUP3 .............................................................................. 63 
6.3. Deleção de MUP1 e MUP3 de C. neoformans ............................................................... 65 
6.4. Caracterização fenotípica de Mup1 e Mup3 quanto à capacidade de assimilação de 
aminoácidos ..................................................................................................................................... 71 
6.5. As permeases Mup1 e Mup3 de C. neoformans não afetam a capacidade de 
acasalamento, mas são importantes para a frutificação háploide. .......................................... 75 
6.6. A avaliação do efeito da deleção de Mup1 e Mup3 na expressão dos fatores de 
virulência. .......................................................................................................................................... 76 
6.7. A deleção de Mup3 e a dupla deleção afeta o desenvolvimento do fungo em 
condições de estresse oxidativo. .................................................................................................. 80 
6.8. Os mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 são mais sensíveis ao fluconazol. ............ 83 
6.9. A deleção dos genes mup1 e mup3 não afetam a virulência em modelo 
invertebrado G. mellonella. ............................................................................................................ 85 
7. DISCUSSÃO ................................................................................................................ 87 
8. CONSIDERAÇÕES FINAIS.......................................................................................... 91 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .................................................................................... 92 
APÊNDICES ...................................................................................................................... 104 
APÊNDICE A - Linhagens e plasmídeos usados neste trabalho. ......................................... 104 
APÊNDICE B – Oligonucleotídeos usados neste trabalho. .................................................... 105 
APÊNDICE C – Aminoácidos testados e suas nomenclaturas. ............................................. 106 
APÊNDICE D – Quadro de similaridade e distância entre os homólogos de Mup1 e Mup3 
de S. cerevisiae no genoma de outras espécies de fungos. CAWG = C.albicans; CC1G = 
C. cinera; CNAG = C. neoformans; UM = U. maydis. .............................................................. 107 
APÊNDICE E – Predição da estrutura de C. neoformans Mup1. .......................................... 108 






Os estudos atuais estimam a existência de 1,5 a 15 milhões de espécies 
de fungos na natureza, porém somente cerca de 100.000 são classificados, e 
menos de 200 foram descritos como causadores de micoses no homem e nos 
animais (ALMEIDA, 2008; SEIFERT et al., 2011). As doenças fúngicas 
geralmente acometem indivíduos imunodeficientes, os quais têm aumentado 
devido ao crescente número de portadores de AIDS, transplantados e 
pacientes em tratamentos quimioterápicos (CASADEVALL e PIROFSKI, 2003; 
Almeida, 2008). 
A maioria das doenças fúngicas fatais são causadas por espécies dos 
gêneros Candida, Cryptococcus e Aspergillus, sendo os principais causadores 
de Infecções Fúngicas Invasivas no mundo (IFIs) (CASADEVALL e PIROFSKI, 
2003; BROWN, DENNING e LEVITZ, 2012). 
O patógeno oportunista C. neoformans é o causador da criptococose 
pulmonar, uma das mais importantes IFIs devido ao alto índice de mortalidade 
(ALMEIDA, 2008; BARNETT, 2010). Entretanto, a doença pode evoluir e se 
disseminar em vários tecidos, principalmente no sistema nervoso central 
(SNC), causando a meningite fúngica. A ocorrência de criptococose está 
relacionada ao tratamento com corticoides, procedimentos de transplantes, 
radioterapia, alta incidência de AIDS e diabetes, como também, doenças 
crônicas. De maneira geral, deficiências no sistema imune predispõem à 
criptococose (ALMEIDA, 2008; BROWN, DENNING e LEVITZ, 2012; GARCIA-
VIDAL e CARRATALA, 2012 e ANTINORI, 2013). Estima-se a ocorrência de 
um milhão de casos por ano ao redor do mundo, e em pelo menos um terço 
destes há falha no tratamento devido à baixa disponibilidade de medicamentos, 
instabilidade no tratamento e surgimento de resistência, resultando em mais de 
600 mil mortes (POWDERLY, 1993; PARK et al., 2009; POUND et al., 2011). 
A relevância clínica impulsionou as pesquisas com C. neoformans de 
forma que o entendimento sobre a biologia e a patogenicidade desta levedura 
oportunista cresceu muito (FRAZZITTA et al., 2013; VU et al., 2014; BOUKLAS 
e FRIES, 2015; LEV et al., 2015). Além disso, a utilização de modelos 
biológicos é uma ótima maneira de se estudar virulência, patogênese e novos 
alvos moleculares para antifúngicos. Neste ponto, C. neoformans é 
considerado um bom modelo porque, além de ser um patógeno de grande 
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relevância clínica, possui atributos no seu ciclo de vida que são favoráveis: 
possui dois tipos sexuais (a e α), é haploide, unicelular, e desenvolve durante 
seu ciclo de vida uma fase filamentosa (filamentação haploide), o que faz dele 
um organismo dimórfico, tem crescimento rápido em meio de cultura definido e 
grande amplitude de temperatura de crescimento, de 30 a 40 °C (PARK et al., 
2009; LIN e HEITMAN, 2006). Além dos aspectos biológicos, C. neoformans 
apresenta diversas vantagens tecnológicas, como a disponibilidade de 
genomas sequenciados e bem anotados, possibilidade de se fazer 
modificações genéticas com facilidade, bem como, possui modelo celular 
(macrófagos) e animal de infecção (camundongo e Galleria mellonella) 
(TOFFALETTI et. al., 1993; COX et al., 2000; 2003; MYLONAKIS et al., 2005). 
O grupo de pesquisa de Cryptococcus do Laboratório de Interações 
Microbianas (LIMic) da UNIFESP Diadema e outros grupos têm se dedicado a 
estudar vários aspectos do metabolismo e como este impacta na virulência do 
fungo. As vias de biossíntese de aminoácidos são consideradas como de 
grande interesse como alvo de novos antifúngicos por serem muito importantes 
para a sobrevivência e virulência (YANG et al., 2002; PASCON et al. 2004; 
KINGSBURY et al., 2004a; KINGSBURY et al., 2004b; KINGSBURY e 
MCCUSKER, 2008, 2010a, 2010b; FERNANDES et al., 2015). Dentre as vias 
de biossíntese já estudadas, duas delas foram descritas como essenciais para 
C. neoformans, neste caso as vias de treonina e triptofano (KINGSBURY e 
MCCUSKER, 2008; FERNANDES et al., 2015). Portanto, ótimos alvos para o 
desenvolvimento de antifúngicos. Os nossos estudos aliados àqueles já 
relatados na literatura sugerem que a razão para a essencialidade parece estar 
relacionada à baixa ocorrência de permeases de aminoácidos codificadas pelo 
genoma, falta de permeases de alta afinidade e baixa especificidade das 
mesmas (KINGSBURY e MCCUSKER, 2008; FERNANDES et al., 2015). 
Os nossos estudos de bioinformática demonstraram que o genoma de C. 
neoformans codifica um grupo pequeno de permeases (10) quando comparado 
à S. cerevisiae (24) e C. albicans (27) (SOPHIANOPOULOU e DIALLLINAS, 
1994; NELISSEN, WACHTER e GOFFEAU, 1997; PAULSEN et al., 1998; 
WIPF et al., 2002; KRAIDLOVA et al., 2011, FERNANDES et al., 2015). Destas 
10 permeases, duas não são transcritas (Aap3 e Aap7), uma desempenha 
função de transporte global, isto é, transporta uma gama de aminoácidos, mas 
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tem baixa eficiência (Aap2) e outras duas (Aap4 e Aap5) são globais e de alta 
eficiência. Estas últimas têm funções redundantes e essenciais para o 
crescimento em meio mínimo, à temperatura de 37 °C, à resistência ao 
estresse oxidativo e são essenciais para a virulência, isto é o duplo mutante é 
avirulento em modelo animal de camundongo (MARTHO et al., 2016). Outras 
três permeases (Aap1, Aap6 e Aap8) estão sendo estudadas pelo grupo. Mup1 
e Mup3 de S. cerevisiae, as quais desempenham função de permease de alta e 
baixa afinidade à metionina, respectivamente (ISNARD, THOMAS e KERJAN, 
1996; KOSUGI et al., 2001), apresentam dois homólogos em C. neoformans, 
os quais são codificados pelos genes anotados como CNAG_07693.7 e 
CNAG_03955.7. As proteínas codificadas por estes genes possuem grande 
semelhança com permeases carreadoras de metionina e cisteína Mup1 e Mup3 
em organismos eucariotos. O arranjo das permeases de aminoácidos em C. 
neoformans, bem como a descoberta dos homólogos de Mup1 e Mup3, 
juntamente com a importância já relatada na literatura da via de biossíntese da 
metionina representa uma oportunidade de se estudar as inter-relações que 
existem entre a captação deste aminoácido e a patogênese. É possível que o 
maior entendimento sobre estes aspectos do metabolismo venham a auxiliar na 
maior compreensão dos mecanismos de adaptação e colonização do 




2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1. A biologia de Cryptococcus neoformans e a criptococose. 
Desde 1894, a levedura oportunista C. neoformans é considerada de 
grande importância médica dentre as outras espécies do gênero, 
principalmente por ser causadora da meningite fúngica (Almeida 2008; 
BARNETT, 2010). Em meados de 1949, diversos estudos foram publicados, 
classificando C. neoformans em quatro sorotipos dado pela reatividade dos 
polissacarídeos cápsulares: C. neoformans var. grubii sorotipo A, C. 
neoformans var. gattii sorotipo B, C. neoformans var. gattii sorotipo C e 
algumas décadas mais tarde a espécie C. neoformans var. neoformans 
sorotipo D (BARNETT, 2010). Atualmente, para classificar e separar estas 
espécies, diversas técnicas de tipagem molecular (PCR-RFLP, RAPD e MLST) 
são usadas (Almeida 2008; SIDRIM et al., 2010). Contudo, a classificação atual 
baseia-se na patogenicidade, separando em duas espécies: C. neoformans 
var. grubii sorotipo A, var. neoformans sorotipo D e o híbrido AD e a espécie C. 
gattii sorotipos B e C, sendo que a primeira afeta indivíduos 
imunocomprometidos e a segunda imunocompetentes também (MEYER et 
al.,2009; ZAITZ et al., 2010; LIU; PERLIN; XUE, 2012; LI et al., 2012; 
SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO e DOERING, 2014). Ainda, existem outras 
maneiras de diferenciar estas duas espécies, como por exemplo: a sua 
ecologia, ocupação geográfica e características do metabolismo 
(LITVINTSEVA, et al., 2006; BARNETT, 2010; LI et al., 2012; 
NGAMSKULRUNGROJ, et al., 2012; CHANG et al., 2015). 
C. neoformans tem distribuição global, seu nicho ecológico inclui 
diversos mamíferos, como também está frequentemente associado com 
excretas de pombo e madeira em decomposição (BARNETT, 2010). Por outro 
lado, o C. gatti tem como principal habitat as plantas superiores como o 
eucalipto, sendo distribuído principalmente nas regiões tropicais e subtropicais 
(LIN; HEITMAN, 2006). 
 C. neoformans é um basideomiceto considerado dimórfico, uma vez que 
assume a forma filamentosa e leveduriforme. Esta levedura é heterotálica, ou 
seja, apresenta dois tipos sexuais haploides (a e α). Em estado de privação 
nutricional ocorre conjugação entre os tipos sexuais a e α originando um 
dicário, formação de hifas, corpo de frutificação ou basídio, de onde irão se 
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formar os esporos ou basidiósporos. Na fase perfeita, C. neoformans recebe o 
nome de Filobasidiella neoformans (KWON-CHUNG, 1976; KWON-CHUNG e 
BENNETT, 1978; NIELSEN et al., 2003; LACAZ et al., 1998). No modelo 
animal (murino), foi evidenciado que o tipo sexual α é mais virulento que o tipo 
sexual a (KWON-CHUNG et al.,1992). Estudos demonstraram que o tipo α está 
associado a maior virulência e ocorrência, sendo 40 vezes mais frequente nos 
isolados da natureza e 30 vezes mais frequente nos isolados clínicos 
(LENGELER et al., 2002). Dessa forma, a descoberta do ciclo sexual permitiu 
estudos mais aprofundados desta levedura a partir de ferramentas da genética 
clássica e estabeleceram-se as implicações do mating type na virulência como, 
por exemplo, na formação da cápsula polissacarídica, síntese de melanina e o 
crescimento a 37 C (LENGELER et al., 2002; VALLIM et al., 2005; ROMAN et 
al., 2007; LI e MODY 2010). 
 A interação inicial entre C. neoformans e seu hospedeiro é através da 
inalação dos basidiósporos resultantes da reprodução sexuada ou leveduras 
dessecadas que se encontram no meio ambiente (excreta de pombo e madeira 
em decomposição). Uma vez inalados, estes propágulos depositam-se no 
pulmão, de modo que indivíduos imunocompetentes podem apresentar 
mínimos sintomas (BOTTS e HULL, 2010; COELHO, BOCCA e CASADEVALL, 
2014). A figura 1 ilustra o ciclo de infecção (COELHO, BOCCA e 
CASADEVALL, 2014). No hospedeiro estas leveduras se tornam encápsulada 
causando a doença denominada criptococose pulmonar (ALMEIDA 2008; 
SEVERO, GAZZONI e SEVERO 2009). Entretanto, esta condição pode evoluir 
e se disseminar em vários tecidos, principalmente no sistema nervoso central, 
causando a meningite fúngica, neste caso em indivíduos imunocomprometidos 





Figura 1 – Ciclo de infecção por C. neoformans. Esporos ou propágulos provenientes de 
madeiras em decomposição, solo e excremento de pombo podem ser inalados. Uma vez no 
interior do hospedeiro, Cryptococcus adere ao pulmão ficando latente ou causando sintomas 
leves (COELHO, BOCCA e CASADEVALL, 2014). A ameba é um dos predadores naturais do 
C. neoformans no meio ambiente. 
 
2.2. Antifúngicos e suas características. 
Na atualidade, cinco principais classes de antifúngicos estão disponíveis 
para o uso clínico de maneira geral: Polienos (Anfotericina B), azois 
(Fluconazol), flucitosinas (5-flucitosina), alilaminas (naftifina) e as ecnocandinas 
(caspofungina). Os polienos, azois e alilaminas atuam com grande seletividade, 
pois possuem como alvo o ergosterol, o qual é encontrado na membrana 
plasmática dos fungos, homólogo ao colesterol que é encontrado na membrana 
da célula animal. A interação dos polienos com o ergosterol induz a 
desestabilização da membrana, no qual a abertura dos poros leva ao 
extravasamento do conteúdo citoplasmático. Já os azois e as alilaminas 
intervêm na biossíntese do ergosterol, resultando na deficiência deste e 
acúmulo de percussores, causando alterações na membrana. O mecanismo de 
ação das flucitosinas induz a interrupção da síntese de ácidos nucleicos 
bloqueando a divisão celular e a síntese proteica. Dentre as principais classes 
de antifúngicos, as ecnocandinas são as mais recentes, estas atuam sobre a 
síntese de componentes da parede celular, através da inibição da via de β-1,3 
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glicano (KAVANNAGAH, 2005; OSTROSKY-ZEICNHER et al. 2010; POUND et 
al., 2011; ANDES, 2013). 
No caso da criptococose, uma vez que a doença se instala, a escolha do 
tratamento adequado é dependente do grau da infecção, a espécie do agente 
etiológico e a imunidade do paciente. Infecções causadas por C. gattii 
requerem concentrações de anfotericina B maiores e tratamentos mais longos 
do que C. neoformans. O fluconazol e o itraconazol são usados como recursos 
terapêuticos para infecções pulmonares leves e moderadas. A anfotericina B e 
a flucitosina são usadas em casos mais graves e na disseminação da doença 
para o sistema nervoso central (SEVERO, GAZZONI e SEVERO, 2009). 
O uso frequente desses antifúngicos para o tratamento da criptococose 
resulta no surgimento de linhagens resistentes. Quando este problema vem 
associado ao pequeno número de antifúngicos disponíveis no mercado e o 
aumento da população imunocomprometida, torna-se importante a busca por 
alternativas de tratamento para as infecções causadas por leveduras 
patogênicas (Li et al., 2012).  
Desde então, há uma constante busca por novos fármacos que limitem o 
crescimento dos fungos, o que tem se mostrado uma tarefa difícil devido ao 
número limitado de alvos moleculares úteis (KAVANNAGAH, 2005). Este autor 
ainda descreve que a baixa toxidade seletiva dos antifúngicos, em geral, é 
devido à similaridade metabólica e estrutural da célula fúngica e da célula 
animal, de modo que a utilização do antifúngico pode acarretar perturbações 
também no hospedeiro. 
A identificação de soluções para o tratamento deste tipo de infecção tem 
duas vertentes: a primeira passa pelo desenvolvimento dos conhecimentos que 
se tem sobre os mecanismos de colonização, sobrevivência e virulência que o 
fungo usa para invadir e causar doença no seu hospedeiro; a segunda vertente 
diz respeito à identificação de alvos moleculares que possam servir ao 
propósito de desenvolvimento de novos antifúngicos. As duas linhas de 
investigação são complementares e interdependentes, pois à medida que se 
conhece os aspectos biológicos importantes para a patogênese os elementos 
envolvidos nos mesmos passam a ser considerados como alvos em potencial. 
Uma vez tendo alvos identificados e validados, é necessário buscar 
substâncias que atuem sobre eles e bloqueiem o crescimento. 
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2.3. Mecanismos de invasão e sobrevivência: fatores de virulência 
O sistema imune tem a função de reconhecer e inativar os patógenos 
que invadem o organismo causando doença. C. neoformans possui 
mecanismos para evadir o sistema imune, garantindo assim um meio de 
sobreviver no hospedeiro e causar a doença. Os atributos que possibilitam a 
invasão, sobrevivência e fixação no hospedeiro são denominados fatores de 
virulência (SABIITI e MAY, 2012). Em C. neoformans alguns dos principais são: 
a produção da cápsula polissacarídica, melanina, a capacidade de crescer a 
37ºC (temperatura fisiológica de mamíferos), fosfolipase B, superóxido 
dismutase, urease e a formação de colônias gelatinosas devido à capacidade 
de realizar a alternância fenotípica. Este tipo de colônia leva a maior 
permanência do patógeno no sistema nervoso central, a capacidade de 
sobrevivência em baixa quantidade de ferro e resistência à hipóxia, e 
adaptação do seu metabolismo a condições do hospedeiro (CASADEVALL e 
PIROFSKI et al., 2003; ZHU e WILLIAMSON, 2004; CASADEVALL et al., 2009; 
GUERRERO e FRIES, 2008; MA e MAY, 2009; KARKOWSKA-KULETA et al., 
2009; ZARAGOZA et al., 2010; KRONSTAD et al., 2011; KUMAR et al., 2011; 
GARCIA-RODAS e ZARAGOZA, 2012). 
A temperatura corpórea dos mamíferos (37 ºC) torna o crescimento inviável 
para muitas espécies de fungos, sendo que a capacidade de crescer na 
temperatura fisiológica é um requerimento essencial para sobrevivência 
(COELHO, BOCCA e CASADEVALL, 2014). Dentro do grupo que apresenta 
termotolerância encontra-se C. neoformans. Os estudos evidenciaram que a 
capacidade de crescimento a 37°C é controlada pela via de sinalização celular 
governada pela proteína Ras (ALSPAUGH, DAVIDSON, e HEITMAN, 2000; 
WAUGH et al., 2002). Além disso, outros elementos controlam este importante 
fator de virulência, como por exemplo, a calcineurina (fosfatase dependente de 
cálcio) (ODOM et al., 1997). Ainda, os estudos realizados em modelo animal 
demonstraram que a calcineurina está relacionada com o crescimento e a 
virulência (ODOM et al., 1997; CRUZ; OX; HEITMAN,2001). 
Um fator considerado fundamental é a capacidade de produção da cápsula 
polissacarídica, a qual confere várias vantagens à C. neoformans, como por 
exemplo, a proteção contra predadores e a dessecação que ocorrem no 
ambiente. No hospedeiro, a cápsula tem a função de auxiliar na evasão da 
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resposta imune (SABIITI e MAY, 2012). Após a inalação, os esporos ou as 
leveduras dessecadas se mantém no espaço alveolar, onde podem se dividir e 
multiplicar. Fatores inerentes ao hospedeiro, como a temperatura, a escassez 
de nutrientes e a presença de soro induzem a produção de cápsula 
polissacarídica, a qual atua no sistema imune, reduzindo a produção de 
citocinas inflamatórias, de componentes do sistema complemento e a 
apresentação de antígenos aos monócitos (ALMEIDA, 2008; O´MEARA et al., 
2012; GARCIA-RODAS e ZARAGOZA, 2012; VECCHARELLI et al., 2013; 
COELHO, BOCCA e CASADEVALL, 2014). Isso tudo leva à evasão do sistema 
imune e fixação do fungo no hospedeiro. Eventualmente, as leveduras podem 
ser fagocitadas, no entanto, possuem elementos que atuam na resistência ao 
estresse que o ambiente intracelular oferece (SABIITI e MAY, 2012). 
Um destes elementos é a melanina, que confere resistência ao estresse 
causado pela luz solar, ao qual C. neoformans está sujeito no ambiente. A 
melanina tem propriedades antioxidantes, garantido a proteção contra o 
estresse oxidativo dos fagócitos e ainda pode inativar os antifúngicos 
anfotericina B e caspofungina. As enzimas responsáveis pela síntese da 
melanina são as lacases (Lac1 e Lac2), ambas são consideradas como 
importantes fatores de virulência (DOERING, 1999; NOSANCHUK e 
CASADEVALL e PIROFSKI, 2003; SABIITI e MAY, 2012).  
 No hospedeiro, C. neoformans secreta a enzima fosfolipase (Plb1) que 
degrada fosfolipídios e está associada à capacidade de rompimento do fagócito 
e liberação de leveduras que sobreviveram ao ambiente intracelular uma vez 
que foram fagocitadas (COX et al., 2001). Ainda, Plb1 também está relacionada 
com o aumento do volume cápsular durante a interação com o macrófago e a 
disseminação do patógeno para outros tecidos (COX et al., 2001;  
GANENDREN et al., 2006; COELHO , BOCCA e CASADEVALL, 2014). 
A ureia é uma fonte importante de nitrogênio, a qual permite a 
sobrevivência de C. neoformans no meio ambiente. A enzima urease realiza a 
conversão deste substrato em amônia (COX, et al., 2000). A função primária 
desta enzima é a aquisição de nutrientes e acidificação do meio em se 
encontra. Porém, em C. neoformans, aparentemente, a urease desempenha 
também uma função essencial na invasão do tecido cerebral, mas este 
mecanismo ainda não é conhecido (SINGH et. al., 2013). 
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 C. neoformans resiste ao estresse oxidativo presente no meio ambiente 
e no hospedeiro. Além da melanina, a enzima superóxido dismutase (Sod1) 
auxilia nesta resposta. A deleção SOD1 produz mutantes avirulentos, como 
demonstram os estudos de Derengowski et. al., (2013).  
 
2.4. Biossíntese de aminoácidos em C. neoformans 
A capacidade de síntese e captação de nutrientes básicos tem sido alvo 
de estudos que visam compreender a sua relevância para a virulência de C. 
neoformans. Particularmente, as vias de biossíntese de aminoácidos foram 
alvos de muitos estudos, pois nove delas são essenciais para a célula animal 
(histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano 
e valina), ou seja, não estão presentes na célula animal, no entanto, estão 
presentes nos microrganismos, portanto, espera-se que estas representem 
alvos de alta toxicidade seletiva. 
Recentemente, das nove vias de biossíntese de aminoácidos, a da 
lisina, isoleucina, valina, metionina, treonina e triptofano foram exploradas 
como possíveis alvos para novos antifúngicos (YANG et al., 2002; PASCON et 
al., 2004; KINGSBURY et al., 2004a, 2004b; KINGSBURY e MCCUSKER, 
2008, 2010a, 2010b;  FERNANDES et al., 2015). 
Kingsbury et al., (2004a) relatou que interrupções na via de biossíntese 
da lisina levam a alterações na produção dos fatores de virulência, crescimento 
reduzido e virulência atenuada no modelo animal. A enzima acetolactato 
sintase (Ilv2) catalisa o primeiro passo das vias de biossíntese de aminoácidos 
de cadeia ramificada como a isoleucina e a valina. Além disso, também está 
parcialmente relacionada com o mecanismo de resistência ao inibidor 
sulfometurom-metílico (largamente usado como herbicida). Deste modo, o 
estudo feito por Kingsbury et al., (2004b), mostrou que a deleção do gene ILV2 
causa auxotrofia para isoleucina e valina, deficiência no crescimento e os 
mutantes são avirulentos em modelo animal. Estes resultados sugerem que 
inibidores que atuem sobre as enzimas da via de biossíntese dos aminoácidos 
de cadeia ramificada podem agir como antifúngicos.  
A metionina é um aminoácido de suma importância para as funções 
moleculares e celulares, deste modo, a deleção de dois genes desta via, MET3 
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(ATP sulforilase) e MET6 (metionina sintase) causa deficiência na expressão 
de fatores de virulência e os mutantes são avirulento no modelo animal (YANG 
et al., 2002; PASCON et al., 2004). Além do mais, o mutante met6 apresenta 
acúmulo de homocisteína, que é um composto tóxico que interfere na 
biossíntese do ergosterol. Esses estudos ainda evidenciaram que o mutante 
met6 é hipersensível ao fluconazol, FK506 e a ciclosporina A, sugerindo que, 
se houver um fármaco que atue sobre estes alvos, este poderá ter efeito 
sinérgico com os antifúngicos de uso canônico (PASCON et al., 2004). 
Outro passo da via de metionina também foi estudado através da 
deleção do gene MET2 que codifica a enzima relacionada à primeira etapa da 
via de biossíntese de metionina (NAZI et al., 2007). Esse estudo gerou 
fenótipos semelhantes aos outros genes estudados da mesma via, além disso, 
a expressão e a purificação desta proteína possibilitou a identificação de um 
inibidor em uma biblioteca de compostos. 
Diferentemente das vias de biossíntese citadas até o momento, o estudo 
da via da treonina demonstrou que a mesma é essencial, ou seja, esta via é 
indispensável para o desenvolvimento de C. neoformans, de modo que, os 
genes THR1 e HM3 (Aspartato quinase e Homoserina quinase, 
respectivamente) se mostraram recalcitrantes à deleção, portanto, foram 
considerados essenciais e as deleções gênicas letais (KINSBURY e 
MCCUSKER, 2008). 
O mesmo fenótipo de essencialidade foi observado pelo nosso grupo 
para a via de biossíntese do triptofano. Não foi possível identificar nenhum 
mutante auxotrófico, sugerindo que as mutações nesta via de síntese não 
podem ser suplementadas com a adição de triptofano no meio de cultura e nem 
mesmo em meio complexo YPD. Este meio tem uma grande riqueza de 
nutrientes e, em teoria, deveria suplementar qualquer mutação auxotrófica. 
Somente em condição de alívio da repressão catabólica, isto é, com o uso de 
uma fonte não preferencial de nitrogênio, como por exemplo, o uso de prolina e 
em baixas temperaturas (25ºC) é que foi possível a recuperação parcial do 
crescimento na presença de triptofano exógeno (FERNANDES et al. 2015).  
Acredita-se que a ocorrência de vias de biossíntese de aminoácidos 
essenciais em C. neoformans esteja associada à baixa ocorrência e baixa 
especificidade das permeases transportadoras de aminoácidos em C. 
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neoformans. Esta ideia foi corroborada quando o nosso grupo detectou que, de 
fato, não há no genoma de C. neoformans uma permease de alta afinidade ao 
triptofano como ocorre em S. cerevisiae que codifica este tipo de permease a 
partir do gene TAT2 (REGENBERG, et al., 1999). Portanto, todos estes 
estudos mostram a importância das vias biossínteses de aminoácidos para 
sobrevivência e virulência de C. neoformans, sugerindo que estas vias são 
ótimos alvos para o desenvolvimento de novos fármacos.  
 
2.5. Captação de aminoácidos em leveduras 
Basicamente, o transporte de nutrientes e outros componentes pela 
membrana podem ocorrer através de diversos mecanismos, desde os mais 
simples como a difusão de pequenas moléculas pela membrana ou mais 
complexos como o transporte de aminoácidos por permeases. A figura 2 ilustra 
os mecanismos gerais de transporte de substâncias através da membrana 
plasmática. 
 
Figura 2 – O transporte através da membrana. Difusão simples: pequenas moléculas 
conseguem atravessar a dupla membrana a favor do gradiente de concentração; Mediado por 
canal: Transporte de moléculas maiores através de uma proteína canal; Proteínas carreadoras 
ou permeases: transporte de substratos auxiliados por uma proteína a favor do gradiente de 
concentração (transporte passivo) ou com gasto energético de ATP (representado pelo raio 
amarelo), neste caso, transporte ativo. Imagem adaptada pelo autor. 
 
As permeases de aminoácidos usam diversos mecanismos para realizar 
o transporte de seu substrato, conforme mostra a figura 3. A entrada do 
aminoácido pode estar acoplada à saída ou a entrada de outra molécula 
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(antiporte e simporte, respectivamente) ou o aminoácido pode ser transportado 
isoladamente (uniporte). As permeases também podem transportar diferentes 
tipos de aminoácidos ou podem ser mais restritas quanto ao tipo de substrato 
que transportam.  
 
Figura 3 – Mecanismos de transporte de aminoácidos. Antiporte: transporte acoplado ao fluxo 
de íons direcionando o transporte do substrato de maneira inversa; simporte ou cotransporte: 
transporte do substrato simultaneamente a outro substrato na mesma direção. Uniporte: 
transporte de um único substrato através da membrana. Imagem apatada pelo autor. 
 
Além dos diferentes mecanismos de transporte, as permeases 
carreadoras de aminoácidos também são organizadas em cinco superfamílias, 
as quais são responsáveis pelo fluxo de aminoácidos do meio extracelular para 
o intracelular conforme descrito por Wipf et al., (2002). Além disso, esse autor 
relata que transportadores pertencentes às superfamílias Sodium-dicarboxilate 
symporter (SDS) e Neurotransmitter superfamily (NTS) não foram encontradas 
em plantas e leveduras, uma vez que os membros destas superfamílias tem 
função no sistema nervoso. Ainda, sabe-se que a superfamília Amino acid 
transporter superfamily (ATF1) possui homólogos desde leveduras até animais 
e tem função na absorção e redistribuição de aminoácidos entre órgãos e 
compartimentos intracelulares. Entretanto, esses transportadores foram mais 
estudados em plantas (WIPF et al., 2012). Os constituintes da superfamília 
Major facilitator (MFS), são subdivididos em outras famílias, as quais 
transportam uma grande variedade substratos como fosfato e aminoácidos 
aromáticos. Além disso, também estão relacionadas com transdução de sinais 
(AIHARA et al., 2000; KIM et al., 2001; WIPF et al., 2002). 
Em leveduras o transporte de aminoácidos através da membrana 
plasmática é realizado pela superfamília de transportadores Aminoácido-
Poliamina-Colina (APC) a qual pode ser encontrada em diversos organismos 
como os protozoários, bactérias, plantas e animais (SOPHIANOPOULOU e 
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DIALLLINAS, 1994; NELISSEN, WACHTER e GOFFEAU, 1997; PAULSEN et 
al., 1998; SAIER, 2000; WIPF et al., 2002). Em S. cerevisiae, vinte e quatro 
permeases da superfamília APC fazem o transporte de aminoácidos através da 
membrana. Estas proteínas possuem doze domínios transmembrana, como 
exceção dos transportadores de alta e baixa afinidade a aminoácidos 
sulfurosos que possuem 13 domínios (ISNARD, THOMAS e KERJAN, 1996; 
SAIER, 2000). Além disso, de maneira geral, as permeases da superfamília 
APC usam o mecanimo de cotransporte de aminoácidos para o meio 
intracelular. Isto é, podem transportar de forma acoplada ao aminoácido um ion 
Na+ ou H+, de maneira inversa (antiporte) ou no mesmo sentido (simporte) 
como mostra a figura 3 (SAIER, 2000). 
Entre as vinte e quatro permeases APC, três delas (Agp1, Agp3 e Gap1) 
estão relacionadas com o transporte geral de L-aminoácidos e de alguns D-
aminoácidos e análogos a estes (NELLISSEN et al., 1997). Por outro lado, a 
superfamília APC também possui permeases de alta afinidade aos seus 
substratos, as quais estão descritas na tabela 1 (TANAKAe FINK, 1985; 
ISNARD et al., 1996; ZHU, GARRETT e MICHAELI, 1996; NELISSEN, 
WACHTER e GOFFEAU, 1997; KANDA e ABE, 2013). Os demais 
transportadores possuem baixa afinidade a aminoácidos específicos ou grupos 
de aminoácidos conforme as suas cadeiais laterais (NELLISEN et al., 1997, 
WIPF et al., 2002, LJUNGDAHL, DAIGNAN-FORNIER, 2012). 
 
Tabela 1 – Permeases de alta afinidade a aminoácidos específicos descritas em S. cerevisiae. 
Permease Transporte Referências 
Uga4 GABA André et al., (1993) 
Gnp1 Glutamina 
Zhu, Garrett e Michaeli et al, 
(1996) 
Hip1 Histidina Tanaka e Fink, (1985) 
Mup1 Metionina 
Isnard, Thomas e Kerjan, (1996); 
Kosugi et al., (2001) 
Put4 Prolina Lasko e Brandiss, (1981) 
Tat2 Triptofano 
Regenberg, (1999); Kanda e 
Abe, (2013) 




A captação de aminoácidos é controlada por três mecanismos 
regulatórios que garantem a disponibilidade destes nutrientes essenciais para o 
metabolismo celular ao menor custo energético possível. O primeiro destes 
mecanismos responde ao tipo de fonte de nitrogênio presente no ambiente. A 
amônia e a glutamina são consideradas como fontes preferenciais de 
nitrogênio que garantem o suprimento de aminoácidos por meio das vias de 
biossíntese. Entretanto, outras fontes secundárias de nitrogênio, como 
aminoácidos, ácido úrico e a ureia podem também ser assimiladas como fonte 
de nitrogênio e convertidas em aminoácidos úteis na síntese proteica 
(LJUNGDAHL e DAIGNAN-FORNIER, 2012; LEE et al., 2011, 2013). Em C. 
neoformans, a disponibilidade da fonte preferencial de nitrogênio (amônia) no 
meio desencadeia um mecanismo regulatório conhecido como repressão 
catabólica por nitrogênio (NCR – Nitrogen Catabolic Repression). Esta via atua 
na repressão de genes associados à assimilação de fontes secundárias, ou 
não preferenciais de nitrogênio, como por exemplo, as permeases de 
aminoácidos (LEE et al., 2011). Em S. cerevisiae, vários reguladores da 
transcrição estão envolvidos neste processo, um deles é conhecido em C. 
neoformans, que é o fator de transcrição do tipo GATA, o qual, além de ser 
alvo de NCR, está associado com a expressão dos fatores de virulência 
(melanina e cápsula polissacarídica) (LEE et al.,2011). Sabe-se que a presença 
de fontes secundárias ou não preferenciais de nitrogênio, como por exemplo, 
aminoácidos, ureia e ácido úrico, diminuem a repressão catabólica (NCR) e 
permitem a expressão de genes envolvidos na assimilação de fontes 
alternativas de nitrogênio, como é o caso das permeases de aminoácidos. 
Outro mecanismo de regulação da captação de aminoácidos envolve a 
proteína transceptora Ssy1, a qual tem grande similaridade de sequência com 
os transportadores da superfamília APC, mas atua como um sensor 
extracelular que não é capaz de transportar aminoácidos (WIPF et al., 2002; 
HUNDAL e TAYLOR, 2009). Na presença de aminoácidos no meio extracelular 
e a interação de Ssy1 com os mesmos, induz a ativação da protease Ssy5, 
cuja atividade leva ao processamento dos fatores de transcrição Stp1/Stp2, os 
quais são transportados para o núcleo onde irão promover a transcrição de 
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genes codificadores de permeases de aminoácidos (LJUNGDAHL, 2009; 
LJUNGDAHL e DAIGNAN-FORNIER, 2012). 
O terceiro mecanismo de regulação da abundância de aminoácidos 
refere-se ao chamado controle geral de aminoácidos (GAAC – General Amino 
Acid Control). Esta via de sinalização responde a escassez de aminoácidos 
que é detectada quando há acúmulo de tRNAs descarregados no citoplasma. 
Em S. cerevisiae este mecanismo é mediado pelo fator de transcrição Gcn4, o 
qual é responsável por ativar mais de 500 genes envolvidos na biossíntese de 
diversos aminoácidos, permeases de aminoácidos e autofagia (BRAUS, 1991; 
LJUNGDAHL et al., 2009; LJUNGDAHL e DAIGNAN-FORNIER, 2012).  
Dos mecanismos que regulam a biossíntese e a aquisição de 
aminoácidos em S. cerevisiae, NCR já foi descrito em C. neoformans (LEE et 
al., 2011, 2013), porem os sistemas SPS-sensing e GAAC ainda não foram 
reportados neste patógeno oportunista, porém os nossos dados de 
bioinformática apontam que elementos genéticos destas vias podem ser 
codificados pelo genoma (dados não publicados).  
Recentemente, as permeases de aminoácidos começaram a ser 
estudadas em C. neoformans uma vez que Kingsbury e McCusker (2008) e 
Fernandes et al., (2015) atribuíram a essencialidade das vias de biossíntese da 
treonina e do triptofano à baixa capacidade de captação de aminoácidos pelo 
sistema de permeases dessa levedura. Neste mesmo trabalho estes autores 
identificaram dez genes no genoma de C. neoformans que codificam proteínas 
semelhantes às permeases da superfamília APC de S. cerevisiae; oito parecem 
codificar permeases globais (Aap1 a Aap8) e dois codificam permeases de alta 
e baixa afinidade a metionina (Mup1 e Mup3). Além disso, esta organização é 
muito similar a outros basideomicetos como Ustilago maydis e Coprinopsi 
cinerea. Estudos mais detalhados mostraram que a regulação transcricional 
destas permeases, de maneira geral, está sob o controle da fonte preferencial 
de carbono e nitrogênio e responde à presença de aminoácidos no meio 
extracelular, sugerindo que além, do sistema de controle por NCR que já é 
conhecido, outros mecanismos de controle tem função na regulação destas 
permeases em C. neoformans. Ainda, as pesquisas realizadas indicam que as 
permeases Aap4 e Aap5 são altamente redundantes, promovem a captação de 
19 aminoácidos, são essenciais para o crescimento, para a resistência ao 
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estresse térmico e oxidativo e, são essenciais para a virulência, sendo que o 
duplo mutante é avirulento em dois modelos animais (MARTHO et al., 2016). 
As permeases homólogas à Mup1 e Mup3 não foram estudadas. 
Considerando-se que as vias de biossíntese tem um grande peso na 
sobrevivência in vitro e na adaptação do patógeno no hospedeiro, é de grande 
interesse elucidar o papel da captação de aminoácidos por permeases na 
sobrevivência e na virulência de C. neoformans. Este estudo vem contribuir 
para uma das linhas de pesquisa do Laboratório de Interações Microbianas que 
tem foco sobre o estudo dos mecanismos de captação e biossíntese de 
aminoácidos em C. neoformans e suas implicações na virulência. 
Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae já foram muito bem caracterizadas como 
transportadores de alta e baixa afinidade a metionina, assim como a 
assimilação de cisteína por Mup1 (ISNARD, THOMAS e KERJAN, 1996; 
KOSUGI et al., 2001). Considerando as diversas funções da metionina, como a 
síntese de proteínas, poliamidas, compostos de baixo peso molecular contendo 
enxofre (glutationa, CoA, biotina e variedades de reações de metilação) e do 
grande impacto que o bloqueio da biossíntese da metionina tem sobre a 
virulência e a patogênese de C. neoformans (THOMAS e SURDIN- KERJAN, 
1997; MARZLUF, 1997; BRZYWCZY et al., 2002;YANG et al., 2002; PASCON 
et al., 2004), é do interesse desta linha de pesquisa avaliar o papel de Mup1 e 

















Os aminoácidos são compostos extremamente importantes para a célula 
uma vez que são à base da síntese proteica. Os organismos podem sintetizar 
seus próprios aminoácidos, como também podem adquiri-los do meio ambiente 
em que vivem. Os procariotos, os fungos, os parasitas e as plantas são 
capazes de sintetizar todos os 20 aminoácidos que são incorporados durante a 
síntese proteica. Além disso, também possuem proteínas localizadas na 
membrana plasmática (permeases), capazes de fazer o transporte intracelular 
de aminoácidos e assim suprir a demanda. A revisão da literatura revela que as 
vias de biossíntese de aminoácidos são extremamente importantes para C. 
neoformans, não só no que se refere à sua sobrevivência in vitro, como 
também para virulência e patogênese, sendo que alguns como a treonina e o 
triptofano são altamente dependentes da biossíntese por não terem um 
eficiente transporte do meio extra para o intracelular (YANG et al., 
2002;PASCON et al. 2004; KINGSBURY et al., 2004a; KINGSBURY et al., 
2004b; KINGSBURY e MCCUSKER, 2008, 2010a, 2010b; FERNANDES et al., 
2015). Já as permeases de aminoácidos estão começando a ser estudadas em 
C. neoformans e não se tem uma visão completa da sua relevância para a 
biologia desta levedura. Os genes anotados como CNAG_07693.7 e 
CNAG_03955.7 no genoma de C. neoformans sorotipo A, codificam 
sequencias de aminoácidos semelhantes à Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae, as 
quais foram descritas como permeases de alta e baixa afinidade à metionina 
(ISNARD, DOMINIQUE e KERJAN, 1996; KOSUGI et al., 2001). Neste trabalho 
o estudo sobre Mup1 e Mup3 de C. neoformans foi ampliado e aprofundado 
para melhor compreender a importância destes dois transportadores para a 





4.1. Objetivo geral 
Estudar o papel das permeases Mup1 e Mup3 para assimilação de 
aminoácidos e para a virulência de C. neoformans, proporcionando um maior 
entendimento das relações entre o metabolismo de aminoácidos e a 
patogênese.  
 
4.2. Objetivos específicos 
 Realizar a deleção individual dos genes MUP1 e MUP3 e obtenção do 
duplo mutante. 
 Comprovar que estes genes codificam permeases de aminoácidos. 
 Detectar o perfil de expressão destes genes por PCR em tempo real em 
diversas condições nutricionais. 
 Avaliar a relevância destes genes para o crescimento in vitro de C. 
neoformans em aminoácidos como fonte única de nitrogênio. 
 Avaliar a capacidade dos mutantes de realizar acasalamento e 
frutificação haplóide. 
 Estudar a expressão dos fatores de virulência (produção de cápsula, 
urease, fosfolipase B1 e melanina), bem como a capacidade de 
crescimento em condições de estresse (térmico, salino, osmótico, 
alcalino e oxidativo) dos mutantes comparados ao tipo selvagem. 
 Analisar a sensibilidade dos mutantes frente aos antifúngicos de uso 
clássico (fluconazol e anfotericina B) 






5. MATERIAIS E MÉTODOS 
5.1. Condições gerais de esterilidade. 
As soluções, meios de culturas e recipientes (plásticos e vidrarias) foram 
esterilizados em autoclave por 15 minutos sob a temperatura de 121°C e 1 
ATM, ou em tempo maior conforme a metodologia empregada. Para soluções 
ou reagentes que não puderam ser autoclavados utilizou-se a esterilização por 
filtração por intermédio de filtros com porosidade de 0,22µm em recipientes 
estéreis. A prevenção de contaminação microbiana foi realizada através do uso 
do fluxo laminar, o qual permitiu executar os ensaios em ambiente estéril.  
 
5.2. Materiais 
5.2.1. Linhagens de microrganismos e plasmídeos 
 As linhagens e plasmídeos utilizadas para o desenvolvimento deste 
estudo estão listadas no apêndice A (pag. 104). 
 
5.2.2. Oligonucleotídeos 
Os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho foram adquiridos da 
“Integrated DNA Technologies” na escala de 25nM. A solução estoque foi 
preparada com água MilliQ estéril na concentração de 100 μM, sendo que a 
concentração de trabalho foi ajustada para 10 μM. As sequências dos 
oligonucleotídeos podem ser vistas no apêndice B (pag. 105). 
 
5.3. Meios de cultivo e soluções 
5.3.1. YPD 
Extrato de levedura (Difco - 0127-17/212750)                                                                                       10g/L
Peptona (Difco - 211677) 20g/L 
Agar (BD - 214010) 20g/L 
HCL 1M                                                                                                               5mL/L 
Solução estoque de 20% de D- glicose (Synth -
01G1008.01.AG)                                                
 
100mL/L   
Água MilliQ q.s.p 900mL/L 
O preparo do meio foi de acordo com Sambrook, Fritsch e Maniatis 
(1989). O meio de cultura foi esterilizado por autoclavagem e quando 




5.3.2. YPD com acréscimo de 1M de sorbitol 
Sorbitol (Sigma- S1876)                                                                                             182,17g/L
O meio de cultura YPD foi autoclavado e preparado de acordo com o 
item 5.3.1 e acrescentado o sorbitol conforme as instruções de Toffaletti et al., 
(1993). 
 
5.3.3. YPD suplementado com NaCl 
NaCl (Synth - 2632) 1M 58,44 g/L 
NaCl (Synth - 2632) 0,75M 43,83g/L 
O meio YPD foi preparado de acordo com o item 5.3.1 e acrescido de 
1M ou 0,75M de NaCl de acordo com a metodologia de Zaragoza, Gancedo 
(2000) e esterilizado por autoclavagem. 
 
5.3.4. YPD suplementado com KCl 
KCl 1M (Vetec - cat.# 104) 74,56g/L 
KCl 0,75M (Vetec - cat.# 104) 55,92g/L 
O preparo do meio YPD foi preparado conforme o item 5.3.1 e acrescido 
de 1M ou 0,75M de KCl e autoclavado (ZARAGOZA e GANCEDO, 2000). 
 
5.3.5. YPD suplementado com H2O2 
O preparo do meio YPD foi conforme o item 5.3.1, autoclavado e 
equilibrado a 50°C. Posteriormente foi acrescido de H2O2 (Vetec - cat.# 
000600.EG) previamente esterilizada por filtração e as concentrações foram 
ajustadas 1mM ou 2,5mM (LI et al., 2016). 
 
5.3.6. YPD suplementado com NaNO2 
O preparo do meio YPD foi de acordo com o item 5.3.1 e após a 
autoclavagem foi adicionado NaNO2 (- cat. 7632-00-0) previamente esterilizado 
por filtração nas concentrações finais de1mM ou 2,5mM (LI et al., 2016).  
 
5.3.7. YPD suplementado com Congo Red 0,5% 
Vermelho de congo (Vetec - cat.# 000600.EG) 0,5g/L 
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Após o preparo do YPD de acordo com o item 5.3.1 adicionou-se 0,5% 
de vermelho de congo e seguiu-se com a esterilização por autoclavagem 
(ZARAGOZA; GANCEDO, 2000). 
 
5.3.8. YPD suplementado com SDS 0,03% 
SDS 10% 0,25µL/mL 
Após a adição de 0,03% de SDS foi conforme a metodologia de An et 
al., (2014). O YPD foi preparado conforme o item 5.3.1 e seguidamente 
autoclavado. 
 
5.3.9. YNB 10X 
YNB c/ aminoácido c/ sulfato de amônia (Sigma - cat.# 
Y1250) 
6,75g/100mL 
YNB s/ aminoácido s/ sulfato de amônia (Sigma - cat.# 
Y1251) 
6,75g/100mL 
As soluções do meio sintético YNB foram preparadas 10X 
concentradas e esterilizadas por filtração. Será usada a nomenclatura SD 
(Synthetic dextrose) para se referir ao YNB.  
 
5.3.10. YNB 
10X YNB                                                        100mL/L 
10X Solução de aminoácidos                                                                            100mL/L 
Solução estoque de 20% de D-glicose (Synth– cat.# 
01G1008.01.AG)                                             
 
100mL/L  
Água MilliQq.s.p 700mL/L   
A variação da suplementação do YNB deu-se de acordo com a 
necessidade experimental, e quando se necessitou de YNB sólido acrescentou-
se 2% de Agar (BD). Além disso, quando necessário, a solução de 
aminoácidos foi omitida e o volume ajustado. A solução estoque de YNB foi 
esterilizada por filtração e a concentração ajustada para 1X no momento do 
uso com água MilliQ estéril. 
 
5.3.11. YNB com acréscimo de NaCl 
NaCl (Synth - 2632) 1M 58,44 g/L 
NaCl (Synth - 2632) 0,75M 43,83g/L 
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Para o preparo do meio, ágar na concentração de 2%, 1M ou 0,75M de 
NaCl e foi adicionado em água milliQ no volume desejado e autoclavado. Em 
seguida, adicionou-se YNB (10X) previamente preparado confirmo o item 
5.3.10, contendo a condição nutricional conforme a necessidade do 
experimento. 
 
5.3.12. YNB com adição de KCl 
KCl 1M (Vetec - cat.# 104) 74,56g/L 
KCl 0,75M (Vetec - cat.# 104) 55,92g/L 
O meio YNB acrescido de 1M e 0,75M de KCl foram preparados 
conforme o item anterior. 
 
5.3.13. Meio V8 ágar 
Suco de vegetais V8 (Campbell’s) 50mL/L 
Agar (BD - 214010) 40g/L 
KH2PO4  0,5g/L 
Agar (BD - 214010) 40g/L 
Água MilliQ q.s.p 950mL 
Todos os componentes foram autoclavados por 40 minutos com exceção do 
suco de V8. Após a autoclavagem, foi adicionado o suco de V8 e o meio foi 
vertido em placas de Petri estéreis.  
 
5.3.14.  Ágar filamento 
YNB S/ Aminoácido S/ Sulfato de amônia (Sigma - cat.# 
Y1251) 
6,75g/L 
Agar (BD - 214010) 40g/L 
Dextrose (20%)  25mL 
Água MilliQ q.s.p 975mL 
Todos os componentes foram autoclavados por 40 minutos com exceção da 
dextrose. Após a autoclavagem, foi adicionado dextrose (20%) na 
concentração final de 0,5%.  
 
5.3.15.  Ágar gema 
Sabouraud Dextrose Agar (Himedia–cat.# MM1472) 65g/L 
NaCl 1M (Synth –cat.# 2632) 68, 44g/L 
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CaCl2(Synth - 3778) 1M 2, 5mL 
Egg yolk Emulsion (Himediac#FD045-VL) 80mL 
Água MilliQ q.s.p 9,17 L 
A gema de ovo estéril foi adicionada posteriormente à solução 
previamente autoclavadae equilibrada a 55°C. 
 
5.3.16.  Agar Níger Seed 
Semente de Niger (Guizotia abyssinica) 75g/L 
Dextrose (Synth, - 01G1008.01.AG)            10g/L 
Agar (BD - 214010) 20g/L 
Água MilliQ q.s.p 1L 
As sementes de Niger previamente maceradas foram autoclavadas por 
15 minutos em 350 mL de água MilliQ e filtradas com auxílio de gaze ou papel 
de filtro. Em seguida, foram adicionados os outros componentes, o volume 
completado para 1L e autoclavado por 40 minutos. 
 
5.3.17. Christensen’s urea Agar 
Peptona (Difco - 211677) 1g/L 
Dextrose (Synth, - 01G1008.01.AG) 1g/L 
NaCl (Synth - 2632) 1M 5 g/L 
Fosfato de potássio monobásico (Synth - 2719) 2 g/L 
Ureia (Sigma - U5378) 20 g/L 
Vermelho de fenol (Synth - 3073) 0,012 g/L 
Agar (BD - 214010) 20g/L 
Água MilliQ q.s.p 1L 
O ágar foi adicionado à 900 mL de água MilliQ e autoclavado nas 
condições já descritas. Os seis primeiros componentes foram diluídos em 
100mL de água MilliQ, a solução foi esterilizada por filtração e adicionada ao 
ágar previamente equilibrado na temperatura de 55°C. O meio foi vertido (5mL) 
em tubos de ensaio estéreis (13X100mm), os quais foram inclinados até a 






5.3.18. Solução de Dextrose 20% 
Dextrose D-glicose (Synth, - 01G1008.01.AG) 200g/L 
Água MilliQ q.s.p 1L 
A solução foi autoclavada e mantida a 4°C.  
 
5.3.19. Solução de HCl 1M 
HCl (Synth - 01A1028.01.BJ) 83mL 
Água MilliQ q.s.p 917mL 
A solução foi preparada e mantida a temperatura ambiente. 
 
5.3.20. Solução de aminoácidos 10X 
Histidina (Sigma - H8125-1G) 0,1g/L 
Metionina (Sigma –) 0,2g/L 
Triptofano (Sigma –T0254-1G) 0,2g/L 
Água MilliQ q.s.p 1L 
A solução foi esterilizada por filtração e armazenada a 4°C. 
 
5.3.21. Solução estoque de brometo de etídeo (10mg/mL) 
Brometo de etídeo (Sigma - E7637)  1g 
Água MilliQ q.s.p 100mL 
A solução de Brometo de etídeo foi preparada e mantida a 4ºC na 
ausência de luz. 
 
5.3.22. Solução de Higromicina 
O antibiótico Higromicina (Thermo Fisher Scientific, cat.#10687-010) foi 
adicionado ao meio YPD líquido ou sólido na concentração final de 200 μg/mL. 
 
5.3.23. Solução estoque de G418 (Geneticina) 
G418 (Thermo Fisher Scientific - 11811-023) 20mg/mL 
A solução estoque foi preparada em água MilliQ estéril, esterilizada 
por filtração e estocada à -20 °C até o momento do uso, quando foi diluída para 
a concentração final de 200 μg/mL. 
 
5.3.24. Gel de agarose 0,8% 
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Agarose (Sigma - A9539)    8g/L 
Tampão TAE 1X   1L 
A agarose foi dissolvida no microondas. Adicionou-se brometo de 
etídeo na concentração final 175 μg/μL e verteu-se o gel no molde. 
 
5.3.25. Solução estoque de tampão de corrida para eletroforese (TAE 
50X) 
Triz Base 2M 242 g/L 
Ácido acético glacial 2M 57,1 mL/L 
EDTA 0,5 M pH 8,0 50mM  0,1 mL/L 
Água MilliQ 1L 
A solução foi autoclavada e mantida à temperatura ambiente.  
 
5.3.26. Tampão de amostra para eletroforese (6X) 
Azul de bromofenol (Synth - 3531)     0,25% 
Glicerol (Synth - 01G1005.01.BJ)    30% 
Xileno Cianol (Sigma -X4126)     0,25% 
A solução estoque foi preparada em água MilliQ estéril e 
armazenada a 4ºC. 
 
5.3.27. Tampão de extração de DNA 
Triton X-100 (Sigma - X100) 10% 2% 
SDS (Synth - 2844) 10%  1% 
NaCl (Synth - 2632) 2M  100mM 
Tris (Sigma - 252859) pH 8,0  10 mM 
EDTA (Synth - 01E2006.01.AG) 1mM 
Água MilliQ q.s.p.  100 mL 
Solução foi autoclavada e mantida à temperatura ambiente 
 
5.3.28. Tris-EDTA (TE) 
Tris (Sigma - 252859) pH 8,0  10 mM 
EDTA (Synth - 01E2006.01.AG) 1mM 




5.3.29. Solução de RNAase 
RNAse (Qiagen - 1901)       10 mg/mL 
A solução foi preparada em água MilliQ, esterilizada por filtração e 
armazenada a -20ºC. 
 
5.3.30. Solução de desnaturação para Southern Blot 
NaOH (Synth -01H2000.01) 10M 50mL/L 
NaCl (Synth -2632) 5M 300 mL/L 
Água MilliQ q.s.p. 650 mL 
 
5.3.31. Solução de neutralização para Southern Blot 
NaCl (Synth -2632) 5M                                           300 mL/L 
Tris base (Sigma -252859) (1M) 668 mL 
Água MilliQ q.s.p. 32 mL 
 
5.3.32. Solução estoque SSC 20X para Southern Blot 
NaCl (Synth - 2632) 5M 300 mL/L 
Citrato de sódio (Synth - 01C1033.01) 88,2 g 
Água MilliQ q.s.p.           800 mL  
Os componentes foram homogeneizados e o pH ajustado para 7.0, 
seguidamente o volume foi completado para 1L e autoclavado. Para obter a 
solução 2X concentrada, 100mL da solução 20X foi diluída em 900mL de água 
MilliQ. 
 
5.3.33. Solução de lavagem (1) para Southern Blot 
SSC 20X                                                                                                                 5mL 
20% SDS                                                                                                                2,5mL
Água MilliQ q.s.p           447,5mL 
 
5.3.34. Solução de lavagem (2) para Southern Blot 
SSC 20X                                                                                                                 2,5mL 
20% SDS                                                                                                                2,5mL






5.4.1. Crescimento de microrganismos em cultura líquida 
Todos as culturas foram feitas a partir de colônias isoladas das 
linhagens de interesse, inoculadas em tubos de ensaios ou tubos do tipo 
Falcon estéreis, contendo 5mL do meio de cultura apropriado, incubadas sob 
agitação de 150 rpm, em estufa bacteriológica. A temperatura e o tempo de 
crescimento variaram de 30 a 37°C e de 16 às 24h, respectivamente, a 
depender do delineamento experimental, as exceções foram descritas 
oportunamente. 
 
5.4.2. Reação de PCR comum 
Todas as reações de PCR para construção do cassete foram feitas da 
seguinte maneira: em microtubos de 0,2 mL adicionou-se o DNA molde na 
concentração de 50ng (DNA genômico da linhagem H99 ou DNA plasmideal 
pPZPHyg ou pPZPNeo), com exceção do PCR de fusão, cuja a proporção dos 
produtos se mantiveram equivalente e na concentração final de 100ng. Para 
reação de PCR (volume final de 50 µL) foram adicionados 1unidade de ExTaq 
(Takara, Mountain View, CA, USA), 5 µL de ExTaq buffer 10X (10 mM Tris-HCl, 
50 mMKCl e 1,5 mM MgCl2), 4µL de 2,5 mMdNTP’s (concentração final de 0,2 
mM), 0,2 µM de cada oligonucleotídio e o volume foi completado para 50µL 
com água MilliQ estéril. As amplificações foram realizadas no termociclador 
(BioRad) ou Veriti (AppliedBiosystems) nas condições de 1 ciclo inicial de 94°C 
por 5 minutos, 35 ciclos, sendo a denaturação 94°C por 30 segundos, a 
condição de anelamento foi de acordo com a temperatura de “melting” dos 
oligonucleotídeos por 30 segundos, 72°C por tempo dependente do tamanho 
do amplicom (1 minuto para cada 1000pb), seguido da extensão por 7 minutos 
a 72°C. 
Após a amplificação, adicionou-se 3µL de LB loading buffer (LB) as 
amostras que foram aplicadas no gel de agarose 0,8% contendo brometo de 
etídeo. O resultado da eletroforese foi visualizado sob luz ultravioleta com 
auxílio de um transiluminador, com filtro de cor laranja, sendo que os registros 
foram feitos em fotodocumentador LPix (Loccus, Cotia, SP, Brasil). 
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Para o PCR diagnóstico de C. neoformans, foram usadas colônias 
transformantes da placa de seleção, onde, com o auxílio de uma ponteira foi 
retirado uma pequena quantidade de células, as quais foram inseridas em um 
tubo de PCR contendo 10µL de água MilliQ estéril, e a mesma ponteira foi 
usada para inocular em uma placa contendo YPD acrescido de G418 ou 
Higromicina. O tubo contendo as células foi aquecido a 95°C durante 10 
minutos para lise celular. Em seguida, adicionou-se às células lisadas1 unidade 
de Taq Polimerase, 0,2 μM dos oligonucleotídeos específicos, 0,2 μM de 
dNTP’s, 2 mM de Mg2SO4,o tampão da enzima (1X concentrado) e o volume foi 
completado para 50μL. Seguiu-se com a etapa de amplificação e eletroforese 
descrita anteriormente 
 
5.4.3. Construção de cassetes de deleção por “Double joint”. 
As construções mup1::NeoR, mup3::NeoR e mup1::NeoR/mup3::HygR 
foram obtidas através metodologia empregada por Kim et al.,(2009). A 
estratégia proposta por este autor pode ser observada na figura 7A (pag. 67) e 
os oligonucleotídeos usados estão listados no apêndice B (pag. 105). Esta 
metodologia consistiu em duas etapas: a primeira ocorre a amplificação das 
sequências flanqueadoras dos loci e as sequencias dos marcadores (gene de 
resistência a geneticina ou higromicina), após a confirmação das bandas de 
interesse através da eletroforese, estas foram excisadas e purificados do gel 
com o kit (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen cat#28706) de acordo com as 
especificações do fabricante, e a concentração foi mensurada com o auxílio do 
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). Na segunda etapa, os fragmentos foram 
fusionados dois a dois por sobreposição, conforme esquematizado na figura 
7B. A concentração equivalente a 50ng de cada fragmento foi inserida em 
microtubo contendo a reação de PCR descrita anteriormente. Seguidamente, 
os produtos da fusão foram submetidos à eletroforese, purificados, 
quantificados e armazenados a -20°C. 
 
5.4.4. Transformação de C. neoformans por biolística. 
De acordo com Toffaletti et al., (1993), a linhagem H99 de C. 
neoformans foi cultivada em 50 mL de meio YPD, com agitação de 150 rpm, a 
30ºC por um período de 16 a 20 horas. As células foram centrifugadas a 4000 
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rpm por 10 minutos, em seguida lavadas com água estéril e ressuspendidas 
em 500μL de água destilada esterilizada. Com auxílio de uma alça de Drigalski 
estéril esta suspensão foram espalhados em duas placas contendo meio YPD 
contendo 1M de sorbitol. Posteriormente, 1μg de DNA foi adicionado à 50μL de 
partículas de ouro (0,6 μm) previamente preparadas e suspendidas em etanol 
absoluto ou 50% de glicerol em um eppendorf estéril. A suspensão foi 
homogeneizada em vortex Gene-2 (Scientific Industries) durante 5 segundos, 
acrescida de 50μL de CaCl2 (2,5 M) e novamente agitou-se em vortex por 5 
segundos, acrescentou-se 20μL de espermidina (1 M) e o material foi 
homogeneizado em vortex e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. 
Após o tempo de incubação, as amostras foram centrifugadas por 10 segundos 
em microcentrífuga (13.000 rpm) e o sobrenadante removido. Adicionou-se 140 
μL de etanol 70% para lavagem das partículas recobertas pelo DNA e 
novamente centrifugados para remoção do sobrenadante. Repetiu-se a 
lavagem com 140 μL etanol (absoluto), centrifugou-se e descartou-se o 
sobrenadante. As partículas foram ressuspendidas em 20 μL de etanol 100%. 
Este volume foi transferido para dois macrocarreadores (previamente 
esterilizados com etanol 100%) dividindo em duas alíquotas de 10μl. Para 
prosseguir com o disparo os discos foram inseridos nos suportes metálicos 
previamente flambados. O disco de ruptura utilizado foi de 1350 psi de pressão, 
as partículas foram aceleradas a uma distância de 60mm do alvo, no vácuo 
com a proteção de tela metálica previamente flambada. Após 24h de incubação 
a 30°C, foi adicionado 10mL de água MilliQ estéril e as células foram 
removidas com auxílio de uma espátula estéril. Em seguida, as células foram 
centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm, ressuspendidas em 500µL de água 
MilliQ estéril e inoculado em placa de seleção contendo G418 ou Higromicina, 
sendo incubadas pelo período de 7 dias a 30°C. 
 
5.4.5. Extração de gDNA de C. neoformans – “Smash and Grab” 
Para a confirmação da deleção por Southern blot, o gDNA do 
selvagem e dos mutantes foi extraído de acordo com o protocolo “smash and 
grab”, conforme instruções de Hoffman e Winston, (1987). As culturas de 
interesse foram previamente crescidas em meio YPD e as células coletadas 
por centrifugação (10 minutos a 4000 rpm). Em seguida, foram ressuspendidas 
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em 0,5mL de tampão de extração e transferidas para tubos de rosca estéreis 
contendo pérolas de vidro (0,5mm) e 0,5mL de fenol-clorofórmio, 
posteriormente, agitou-se os tubos durante 10 minutos com o auxílio do vortex 
Gene 2 (Scientific Industries). Após a agitação, centrifugou-se a suspensão por 
4 minutos a 8000 rpm e a fase aquosa transferida para um novo tubo estéril e 
acrescentado 50µL de NaAC 3M e 1mL de etanol 100% para precipitar o DNA. 
Posteriormente, esta suspensão foi centrifugada por 20 minutos a 4°C (13000 
rpm), descartou-se todo o sobrenadante e foi acrescentado 0,5mL de etanol 
70% para lavar o precipitado e novamente centrifugado por 5 minutos (13000 
rpm) e o sobrenadante descartado. Em seguida, foi adicionado 50µL de TE 
contendo 10µg/mL de RNase A e o material foi incubado a temperatura 
ambiente por 30 minutos ou banho a 30°C, posteriormente a incubação, todas 
as amostras foram quantificadas e armazenadas a -20°C. 
 
5.4.6. Confirmação da deleção por Southern blot 
Conforme descrito por Sambrook Fritsch e Maniatis (1989), os southern 
blots foram feitos a partir de 10µg de gDNA provenientes dos mutantes e 
selvagem (controle). As digestões foram feitas conforme a indicação do 
fabricante da enzima e as reações foram incubadas 16 a 24h. Todo volume da 
digestão contendo 1X Loading buffer foi aplicado em gel de agarose 0,8% 
contendo brometo de etídeo e procedeu-se com a eletroforese (100V) por 
aproximadamente 3 horas ou até que o azul de bromofenol chegasse ao final 
do gel. O gel foi marcado para orientação e registrado com auxílio de uma 
régua fluorescente ao lado do marcador de peso molecular a partir do poço. 
Em seguida, realizou-se a depurinação do gel por 2X de 15 minutos com HCl 
0,25M, seguiu-se com a desnaturação por 1hora com a solução de 
desnaturação sob agitação, descartou-se a solução de desnaturação e 
acrescentou-se a solução de neutralização por 1h sob agitação. A transferência 
do DNA para a membrana de nylon (Hybond-N RPN303N) foi feita com solução 
2X SSC durante no mínimo 16 e no máximo 24 horas. 
A síntese das sondas foi feita com o kit da Roche PCR DIG probe 
synthesis kit (Roche –11 363 090 910) seguindo as especificações do 
fabricante e usando oligonucleotídeos específicos. O aparato de transferência 
foi desmontado, a orientação da membrana foi determinada, lavada com 
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solução de 2X SSC e seca ao ar livre. A membrana foi depositada em uma 
garrafa de vidro, contendo 5mL de solução de hibridização, seguiu-se com a 
pré-hidridização por 30 minutos a 50°C, sob rotação 10rpm. Durante a pré-
hibridização, a sonda foi desnaturada a 100°C por 5 minutos, rapidamente 
transferida para o gelo e adicionada à membrana na concentração de 0,5µL/mL 
de solução de hibridização. Prosseguiu-se com hibridização por um período de 
16 a 24 horas. 
No dia seguinte, a membrana foi removida da garrafa e lavada por duas 
vezes durante 5 minutos com a solução de lavagem (1), após o descarte desta 
solução, lavou-se a membrana com a solução de lavagem (2) previamente 
aquecida a 50°C por duas vezes (cada lavagem por 15 minutos). Novamente a 
membrana foi lavada usando a solução DIG Washing buffer 1X concentrado 
durante 5 minutos, seguiu-se com a incubação durante 30 minutos com a 
solução de bloqueio 1X. Após este evento, incubou-se novamente a membrana 
em solução de anticorpo durante 30 minutos, em seguida foram feitas duas 
lavagens com DIG Washing buffer 1X por 15 minutos. A membrana foi 
equilibrada por 5 minutos em solução de revelação 1X, e posteriormente 
inserida em saco plástico do tipo ziploca adicionou-se a solução de revelação 
CPD-Star ready for use (Roche), onde foi incubada por 5 minutos no escuro. A 
revelação do feita em fotodocumentador para quimiluminescência Alliance LD4 
(Uvitec Cambrige). 
 
5.4.7. Análise da expressão dos genes MUP1 e MUP3 por PCR em tempo 
real 
Células preavimente crescidas em mio YPD (18-24h) foram lavadas 
em meio YNB sem fonte de nitrogênio e aminoácidos (Bio Basic, Inc, cat. no. 
S505) por duas vezes, e então foram transferidas para o meio indutor (tabela 
2). Em seguida, essas culturas foram incubadas sob agitação (150rpm) por 
duas horas na temperatura de 30°C. Após esse período as células foram 
coletadas por centrifugação (4000rpm, centrifuga eppendorf 5810R, com o rotor 
swing) por 10 minutos. Posteriormente foram adicionadas pérolas de vidro 
(0,6mm) e trizol (Invitrogen, cat. # 15596-026) e a extração do RNA pelo 
método de Trizol foi conforme padronizado pelo laboratório e descrito por 




Tabela 2 – Composição dos meios de indução utilizados para quantificação da expressão de 
MUP1 e MUP3. 
Meio de interesse Abreviação 
YNB com sulfato de amônia e aminoácidos SD+N+AA 
YNB com sulfato de amônia sem aminoácidos SD+N-AA 
YNB sem sulfato de amônia com aminoácidos SD-N+AA 
YNB sem sulfato de amônia e aminoácidos SD-N-AA 
YNB com sulfato de amônia e metionina SD+N-AA+M 
YNB com sulfato de amônia e cisteína SD+N-AA+C 
YNB com sulfato de amônia e cisteína e metionina SD+N-AA+C+M 
YNB sem sulfato de amônia e com metionina SD-N-AA+M 
YNB sem sulfato de amônia e com cisteína SD-N-AA+C 
YNB sem sulfato de amônia e com cisteína e metionina SD-N-AA+C+M 
 
A síntese de cDNA foi realizada com Kit RevertAid H minus First 
Strand cDNA synthesis (ThermoScientific) de acordo com as recomendações 
do fabricante. A primeira fita foi sintetizada com Oligo dT e “hexamer random 
primers” a partir de 5 µg de RNA total e transcriptase reversa. O PCR em 
tempo real foi feito com o kit Power SYBR Green master mix (Life 
Technologies), de acordo com as instruções do fabricante. Os 
oligonucleotídeos usados (apêndice B) na análise do perfil de transcrição de 
MUP1 e MUP3 foram desenhados oligonucleotídeos para anelar na junção 
entre dois exons, evitando assim, a amplificação de gDNA contaminante. As 
concentrações dos oligonucleotídeos foram padronizadas para 600nM no caso 
de MUP1 e MUP3 e 300nM para GPDH1 (Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase). O método de quantificação dos transcritos foi comparativo 
(2CT). O gene normalizador interno foi o GPDH1 e o tratamento de referencia 
foi com YEPD (Livak e Schmittgen, 2001). 
 
5.4.8. Ensaio de assimilação de L-aminoácidos. 
As linhagens de interesse foram cultivadas de acordo com item 5.4.1, as 
células coletadas por centrifugação e lavadas por três vezes em PBS 1X e 
diluídas em PBS 1X para a concentração de 2x106 CFU/mL no volume total de 
3mL. As reservas internas de nutrientes foram esgotadas por incubação a 30 
°C sob agitação (150 rpm) durante duas horas. Posteriormente, as culturas 
foram diluídas novamente na concentração de 2x104cel/mL e 10µL desta 
suspensão foi inoculada em placa de 96 poços contendo 90µL de YNB sem 
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sulfato (SD-N) de amônia com acréscimo de 10mM de um único aminoácido 
como fonte de nitrogênio. Para este ensaio foram usados todos os vinte 
aminoácidos (kit de L-aminoácidos SIGMA – cat.# LAA21-1KT), exceto L- 
tirosina, devido à sua baixa solubilidade de acordo com o apêndice C (pag. 94). 
Após o preparo, as placas de 96 poços foram cobertas com papel pardo para 
evitar a fotodegradação de alguns aminoácidos e incubadas nas temperaturas 
de 30 e 37 °C sob agitação durante 48horas. O controle positivo do ensaio foi o 
meio YNB com sulfato de amônia sem aminoácidos (SD+N-AA) e o controle 
negativo o YNB sem nenhuma fonte de nitrogênio.  
Após o período final de incubação o crescimento foi avaliado por meio 
da leitura em espectrofotômetro de placa no comprimento de onda de 600 nm. 
Os dados adquiridos da leitura da absorbância foram tratados com auxílio da 
ferramenta Excel (Microsoft), onde foram transformados em porcentagem 
relativa de crescimento tendo como referência o controle positivo (YNB com 
sulfato de amônia). A análise estatística foi realizada conforme o item 5.4.19. 
 
5.4.9. Avalição do crescimento por diluição seriada  
As linhagens de interesse foram cultivadas conforme foi descrito no item 
5.4.1.  Posteriormente as células foram coletadas por centrifugação (4000rpm 
por 10 minutos), lavadas e ressuspendidas em 1mL de água milliQ estéril. A 
padronização da concentração das células para 2x106, 2x105,2x104,2x103 e 
2x102 cel/mL foi obtida com auxílio da câmara de Neubauer e diluições 
seriadas. A avaliação do crescimento foi feito pela inoculação de 5µL de cada 
diluição nas placas contendo o meio de interesse com auxílio da micropipeta e 
incubadas a 30 e 37°C por 48h. Todo o ensaio foi acompanhado por 
observações diárias e a avaliação do experimento (visualmente) foi de acordo 
com o crescimento das linhagens analisadas comparada ao controle de ensaio 
(linhagem selvagem). O registro do experimento foi feito com auxílio do foto 
documentador Alliance LD4 (Uvitec Cambrige) no prazo final. A metodologia 






5.4.10. Avaliação da capacidade de acasalamento e frutificação 
haploide. 
A capacidade das leveduras de realizar acasalamento e a filamentação 
haploide foi avaliada em meio Agar V8 e Agar filamento, respectivamente 
(CASADEVALL e PERFECT, 1998). As linhagens mup1, mup3, mup1/mup3, 
H99, KN99α e KN99a foram cultivadas em 5mL de meio YPD por 16-18h e 
posteriormente coletadas por centrifugação (4000 rpm por 5 min) e lavadas por 
duas vezes em H2O milliQ estéril. O co-cultivo foi feito misturando os tipos 
sexuais opostos (mutante α + KN99a) na concentração final de 2x106 
células/mL, em seguida foram feitos spots de 5 µL no meio de cultivo (para a 
avaliação da filamentação haploide, foram feitas suspensões individuais de 
cada linhagem). As placas foram incubadas em temperatura ambiente na 
ausência de luz por 30 dias e observadas periodicamente com auxílio de uma 
lupa (Optimus TM-30).  O registro final foi feito com o auxílio do microscópio 
Zeiss (IMAGE, A2) com aumento final de 200X para os ensaios de 
acasalamento e 25x para filamentação haploide em campo claro. 
 
5.4.11. Ensaio de produção de urease 
Uma colônia isolada de cada linhagem de interesse foi inoculada em 
meio Christensen’s urea Agar com auxílio de alça estéril descartável 
perfurando o meio e estriando até a superfície do mesmo. A incubação foi feita 
a 30°C por 16-48h. Para controle do ensaio, foi utilizado à linhagem selvagem 
(H99) como controle positivo e a S. cerevisiae (BY4742) como negativo. O 
resultado positivo para a urease altera a coloração do meio para vermelhado e 
o negativo, o meio não sofre alteração de cor(amarelo).  
 
5.4.12. Ensaio de produção de melanina. 
 Conforme Paliwal e Randhawa (1978), as linhagens de interesse foram 
cultivadas em YPD por 16-24h e a densidade óptica (600 nm) foi padronizada 
para 0,3 em espectrofotômetro. Desta suspensão, inoculou-se 5µL na placa de 
agar niger, as quais foram incubadas a 30°C por cinco dias. Para controle 
positivo e negativo foram usadas as linhagens de C. neoformans H99 




5.4.13. Ensaio de produção de fosfolipase B. 
 Os ensaios de fosfolipase foram feitos a partir de meio de cultura 
descrito por PRICE et al., (1982) e com modificações publicadas em Gontijo et 
al., (2014). Conforme descrito as linhagens foram inoculadas nas placas de 
ágar gema e incubadas a 30°C no período máximo de cinco dias. A 
mensuração dos halos de precipitação e colônia foi usada para calcular a 
proporção entre colônia e halo de precipitação (Pz= 
  
   
) de acordo com Price et 
al., 1982. A Proporção entre colônia e halo de precipitação (Pz) é o diâmetro da 
colônia (dc) dividido pelo diâmetro da colônia + halo de precipitação (dpc).As 
medidas foram realizadas em mm, utilizando régua milimétrica. Os dados foram 
tratados estatisticamente segundo ANOVA (GRAPHPAD PRISM 5 program). 
 
5.4.14. Ensaio de produção de cápsula polissacarídica. 
O cultivo das linhagens foi feito em meio YPD po 18-24h e em seguida a 
células foram coletadas por centrifugação (400 rpm por 5 min) e lavadas com 
PBS 1X concentrado por duas vezes, em seguida ressuspendeu-se em meio 
CO2 Independente 1X (GIBCO, Cat. 18C45-088). As suspensões de células 
foram diluída até a DO600 de 0,3 (Espectrofotômetro Bel Photonics, Mod 2000 
UV) no volume final de 3mL, incubou-se as culturas a 30° e 37°C sob agitação 
(150 rpm). Foram recolhidas alíquotas de 5µL de cada cultura, nas diferentes 
temperaturas, nos tempos de 24, 48 e 72 horas, aos quais foram adicionados 
3µL de Nanquim da Índia (REMEL – BACTIDROPTM, Cat. R21518). As 
cápsulas foram vistas por microscopia de campo escuro em microscópio entre 
lâmina e lamínula. O registro foi realizado com auxílio de uma câmera USB 
(Câmera digital USB, Mod DV 3000), as medidas de diâmetro celular e de 
célula + cápsula foram realizadas por intermédio do programa MIPro Standard 
v1.1 en, e realizou-se o cálculo do volume cápsular foi de acordo com 
Zaragoza e Casadevall, (2004).  
 
5.4.15. Ensaio de resistência ao estresse salino, osmótico e alcalino. 
As linhagens foram inoculadas em placas de YPD ou YNB com 
acréscimo de NaCl e KCl, nas concentrações de 1 e 0,75M, no caso de 
estresse salino e osmótico, respectivamente. Para os testes de resistência ao 
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estresse alcalino, as linhagens foram inoculadas em placas de YPD ou YNB 
onde o pH foi ajustado para 6.0, 7.0 ou 8.0. Nos meios para avaliação do 
estresse oxidativo e nitrosativo, foi adicionado H2O2 e NaNO2 nas 
concentrações finais de 1mM e 2,5mM, respectivamente. Em todos os casos as 
placas foram incubadas a 30° e 37°C por 48h. O método de inoculação, 
avaliação e registro foi conforme descrito no item 5.4.1. 
Após o tempo de incubação, registraram-se os resultados com auxílio 
do fotodocumentador Alliance LD4 (Uvitec Cambrige). 
 
5.4.16.  Ensaio de viabilidade da parede e membrana celular. 
 Conforme descrito por An et al., (2014), as linhagens mutantes e 
selvagem foram inoculadas em meio YPD acrescido de 0,05% de vermelho de 
congo e 0,03% de SDS para avaliação da integridade da parede celular e 
membrana plasmática, respectivamente. O tempo de incubação, avaliação e 
registro foi descrito anteriormente no item 5.4.1. 
 
5.4.17.  Concentração inibitória mínima (CIM) 
Para avaliação da concentração inibitória mínima dos antifúngicos 
clássicos (fluconazol e anfotericina B), foi usada a metodologia da fita E-test de 
acordo com o protocolo e especificação do fabricante (Biomérieux, 
http://www.biomerieux-sua.com). Colônias isoladas das linhagens mup1, mup3, 
mup1/mup3 e H99 foram obtidas a partir de culturas previamente crescidas em 
meio YPD sólido por 48-72h e adicionadas individualmente em 1ml de solução 
salina (NaCl 0,85%). Em seguida, todas as suspensões foram padronizadas 
para turvação de 1 da escala de McFarland. Posteriormente, as culturas foram 
inoculadas individualmente em meio RPMI acrescido de MOPS com auxílio de 
swab estereis e aguardado aproximadamente 15 minutos para secagem das 
placas, e então se seguiu com a adição das fitas de E-test contendo fluconazol 
(Biomérieux, cat.510818) e anfotericina B (Biomérieux, cat. 526318).  As 
culturas foram incubadas a 30° e 37°C por 72h e os resultados foram 






5.4.18.  Avaliação da virulência em Galleria mellonella 
A análise da virulência in vivo foi conduzida em Galleria mellonella 
segundo Mylonakis et al., (2005). As linhagens de mup1, mup3, mup1/mup3, 
H99, foram cultivadas em 5mL de meio YPD por 16-18h sob agitação (150rpm). 
Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugação, lavadas por duas 
vezes em PBS estéril e ressuspendidas em PBS contendo ampicilina 
(20mg/kg) na concentração final de 1x106cel/mL. 10μL dessa suspensão foram 
inoculadas na região da ultima propatas da larva, em grupos de 16 lagartas 
com peso médio de 200mg. Seguidamente, as larvas infectadas foram 
depositadas em placas de Petri de vidro (15mm de diâmetro) e incubadas a 
30°C e 37°C durante 10 dias. A avaliação do experimento foi através da 
observação diária das larvas por movimentos espontâneos ou provocados. O 
experimento foi finalizado no prazo final de 10 dias ou quando as larvas 
morreram ou formaram casulos. 
 
5.4.19. Testes estatísticos 
 Todos os testes estatísticos foram feitos com o software Prism 5.01 
(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os dados foram analisados por 1way 
ANOVA com o teste de Tukey para comparar todos os tratamentos entre si. Em 





6.1. Caracterização de Mup1 e Mup3 de C. neoformans 
Inicialmente, conduziu-se um trabalho “in silico” para pesquisar o 
genoma de outros fungos (U. maydis, Coprinopsis cinerea, Neurospora crassa, 
Schizosaccharomyces octosporus, Aspergillus nidulans e Candida albicans) 
quanto à presença de genes homólogos de C. neoformans Mup1 e Mup3 
(tabela 3). Aparentemente, o genoma de U. maydis codifica apenas uma 
permease de metionina que apresenta homologia de sequencia com Mup1 e 
Mup3 de C. neoformans. Já a pesquisa do genoma de C. cinerea evidenciou 
quatro permeases semelhantes. Por outro lado, dois genes foram identificados 
em C. albicans, evidenciando grande semelhança com S. cerevisiae. 
Entretanto, os fungos filamentosos A. nidulanse e N. crassa, mesmo 
pertencendo ao filo ascomicota, possuem vários genes que codificam proteínas 
homólogas a Mup1 e Mup3. 
 
Tabela 3 – Genes similares a Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae encontrados no genoma de 
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ANID_07243.1 
(25,5%)    
ANID_09300.1 








(25,1%)     
NCU02195.7 
(23,1%)    
*Entre parênteses a porcentagem de similaridade com as sequências de aminoácidos de Mup1 
ou Mup3 de S. cerevisiae.  
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A árvore filogenética (figura 4) de Mup1 e Mup3 envolvendo os 
três basideomicetos e os dois ascomicetos leveduriformes mostrou que Mup1 
de C. neoformans é mais semelhante à proteína codificada pelo gene 
CC1G_07574.3 de C. cinerea (45,4%). Por outro lado, Mup3 de C. neoformans 
é mais semelhante à sequência de aminoácidos de U. maydis (50,1%).  
 
 
Figura 4 – Alinhamento das sequencias de aminoácidos das permeases similares à Mup1 e 
Mup3 de S. cerevisiae encontrada em basideomicetos e ascomicetos. As duas permeases de 
C. neoformans estão sublinhadas. C.a. = Candida albicans; C.c. = Coprinopsis cinerea; C.n. = 
Cryptococcus neoformas; S.c. = Saccharomyces cerevisiae e U.m. = Ustilago maydis. A 
porcentagem de similaridade pode ser observada no apêndice D (pag. 94).  
 
Com base na classificação filogenética, foi possível observar que as 
permeases encontradas se agrupam de acordo com seus filos, de modo que, 
as permeases das espécies de basideomicetos são mais semelhantes entre si 
e mais distantes das espécies de ascomicetos.  
A literatura relata que as permeases Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae 
possuem treze domínios transmembranas em suas sequências de aminoácidos 
(ISNARD, THOMAS e KERJAN,1996). Foi realizada uma análise in silico para 
identificar possíveis domínios transmembranas nas permeases Mup1 e Mup3 
de C. neoformans. Para isso, as sequências de aminoácidos destas duas 
permeases foram submetidos ao TMHMM (Server, V. 2.0 – CBS – DTU) e os 
resultados obtidos foram analisados no TMR PresD. Esta análise mostrou que 
as permeases de C. neoformans não possuem treze domínios como as S. 
cerevisiae, de modo que, Mup1 possui doze e Mup3 onze domínios 
transmembrana (Apêndice E, F pag. 96 e 97). De modo a confirmar esses 
dados, as mesmas sequências de aminoácidos foram submetidas também ao 
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MEMSAT (Version 1.8 ACADEMIC VERSION - Copyright 1993 D. Jones) e os 
mesmos resultados foram obtidos, confirmando os resultados anteriores. 
Os resultados obtidos com o software TMRPresD e MEMSAT sugerem 
que as permeases Mup1 e Mup3 de C. neoformans possuem doze e onze 
domínios transmembranas. Curiosamente, as extremidades N-terminal e C-
terminal de Mup1 estão voltadas para a porção intracelular, enquanto que a 
extremidade N-terminal de Mup3 está no lado extracelular da membrana 
(Apêndice E, F pag. 108 e 109).   
Uma vez que os domínios transmembranas foram identificados, foi 
realizada uma busca por domínios catalíticos ou de ligação nestes 
transportadores. Dessa forma, as sequências de aminoácidos destas duas 
permeases foram submetidas ao banco de dados do NCBI (conserved domain). 
Para a permease Mup1, dois domínios foram caracterizados como SLC5-6, ou 
seja, associados ao co-transporte de Na+-glicose (SLC5) e Na+/Cl (SLC6) 
(WRIGTH e TURK, 2004; KRISTENSEN et al., 2011); foi encontrado também 
um domínio característico de transporte de L-aminoácidos (2A0308). Para 
Mup3, encontrou-se o domínio de transporte de aminoácidos do tipo PotE 
(figura 5A). Entretanto, não foi possível identificar a diferença entre os domínios 
2A0308 e PotE, no entanto, transportadores do tipo PotE estão relacionados 
com cotransporte de aminoácidos e foram relatados primeiramente em 
Escherichia coli por realizarem o transporte de putriscina (TOMITORI,  
KASHIWAHI e IGARASHI, 2012). Por outro lado, não foram encontrados 
relatos na literatura referente à atividade específica do domínio anotado como 
2A0308.  
Além disso, as permeases Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae também foram 
submetidas à mesma análise, sendo que o domínio (SLC5-6) foi encontrado 
em Mup1, mas não em Mup3 (figura 5A). O domínio 2A0308 foi encontrado em 
Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae (figura 5B). Estes resultados sugerem que os 
genes anotados como CNAG_07693.7 e CNAG_03955.7 codificam proteínas 
que tem características estruturais compatíveis com permeases 




Figura 5 - Domínios conservados encontrados nas permeases Mup1 e Mup3 de C. neoformans 
(A) e S. cerevisiae (B). A esquematização das proteínas foi feita no programa IBS (Illustrator for 
biological sequences versão 1.0) disponível em http://ibs.biocuckoo.org/. Os números 
representam o primeiro resíduo de aminoácido que dá o início ou o fim do domínio na 
sequência proteica.  
 
6.2. Expressão dos genes MUP1 e MUP3 
Os resultados de bioinformática revelaram que as proteínas codificadas 
pelos genes CNAG_07693.7 e CNAG_03955.7 são muito semelhantes às 
permeases de aminoácidos de S. cerevisiae Mup1 e Mup3. A literatura indica 
que estas permeases em S. cerevisiae são transportadores de alta e baixa 
afinidade dos aminoácidos sulfurosos como metionina e cisteína (ISNARD et al, 
1996; KOSUGI et al., 2001). Desse modo, o próximo passo foi buscar 
evidências de que os produtos destes genes desempenham funções correlatas 
em C. neoformans. Outras permeases de membrana plasmática em C. 
neoformans (Aap1 a Aap8) são transcritas em resposta a fonte preferencial de 
nitrogênio, carbono, e também em resposta a presença de aminoácidos no 
meio sintético (FERNANDES et al., 2015). Assim, foi avaliada a expressão 
relativa dos genes MUP1 e MUP3 (qPCR) nestas mesmas condições e frente a 
presença de aminoácidos sulfurosos.  
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Os dados mostraram que a presença do sulfato de amônia, em todos os 
casos reprimiu a expressão destes genes, indicando que os mesmos estão sob 
o mecanismo de repressão catabólica pela fonte preferencial de nitrogênio 
(figura 6A), assim como outras permeases (Fernandes et al., 2015). A 
utilização da metionina ou cisteína como única fonte de nitrogênio, foi capaz de 
induzir a expressão do gene MUP1, e a combinação dos mesmos elevou a 
expressão em aproximadamente 10 vezes (figura 6A). Em contraste, estes 
aminoácidos não induziram significantemente a expressão de MUP3 (figura 
6B). Contudo, um conjunto de aminoácidos (histidina, metionina e triptofano) foi 
capaz de induzir a expressão de ambos os genes, principalmente MUP3 com 
níveis de expressão aproximadamente em 20X (figura 6B). Estes resultados 
sugerem que a regulação dos genes MUP1 e MUP3 não estão apenas 
vinculadas a aminoácidos sulforosos, mas também respondem a presença de 
outros aminoácidos como fonte de nitrogênio. 
Além da resposta de Mup1 e Mup3 às diferentes fontes de nitrogênio, 
verificamos que os mesmos também são regulados pela fonte preferencial de 
carbono (CCR, Carbon Catabolite Repression). Neste caso, a fonte não 
preferencial de carbono (galactose) foi capaz de induzir a expressão de ambos 
os genes em relação à fonte preferencial (dextrose), como apresentado na 




Figura 6 - A avaliação da expressão gênica relativa dos genes MUP1 e MUP3 em C. 
neoformans frente a diversas condições nutricionais. O perfil de expressão de MUP1 (A) e 
MUP3 (B) em meio YNB contendo a fonte preferencial de nitrogênio, sulfato de amônia, (barras 
azuis) ou na ausência da fonte preferencial (barras verdes) contendo diferentes combinações 
de aminoácidos sulfurosos (cisteína ou metionina) ou conjunto de aminoácidos (metionina, 
histidina e triptofano). A quantificação é relativa ao meio rico YPD (barras amarelas). SD = 
synthetic dextrose; N= sulfato de amônia; AA= aminoácidos; C= cisteína; M= metionina e SAA= 
aminoácidos sulfurosos. (C) expressão dos genes MUP1 e MUP3 em resposta à fonte não 
preferencial de carbono (galactose) relativo ao meio YPD contendo a fonte preferencial de 
carbono (Dextrose). 
 
6.3. Deleção de MUP1 e MUP3 de C. neoformans 
O principal objetivo deste trabalho foi reunir evidencias de que os genes 
anotados como CNAG_07693.7 (MUP1) e CNAG_3955.7(MUP3) de C. 
neoformans codificam as permeases de metionina similares à Mup1 e Mup3 de 
S. cerevisiae e investigar a relevância destes genes no crescimento, aquisição 
de nutrientes, virulência e patogênese de C. neoformans. As análises de 
bioinformática e os dados de qPCR sugerem que estas proteínas tem função 
no transporte de aminoácidos, no entanto, até este ponto não há dados que 
indiquem o papel destes possíveis transportadores na virulência. Com este 
propósito, os dois genes anotados como MUP1 e MUP3 foram deletados do 
genoma de C. neoformans sorotipo A.  
As deleções foram feitas pela substituição da região codificadora dos 
dois genes, separadamente (mutantes simples) e em conjunto (duplo mutante), 
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por genes que conferem resistência a antibiótico. As deleções foram 
programadas para eliminar a sequencia codificadora dos genes entre o códon 
de iniciação e o códon de terminação. Para dirigir a integração homóloga das 
construções foi necessário flanquear os marcadores de resistência com 
aproximadamente 500 pb do promotor e do terminador de cada gene e assim 
aumentar as chances de deleção dos genes. As construções foram feitas 
segundo a metodologia de “Double joint” descrita por Kim et al., (2009). Foram 
necessárias duas etapas de amplificação por PCR, as quais foram descritas 
em materiais e métodos (item 5.4.3) e figura 7A. Este método foi escolhido, 
pois a introdução de dois fragmentos de DNA que possuem uma sobreposição 
de cerca de 200 pb aumenta em até 80% a frequência de integração homóloga 
no genoma. Os resultados das amplificações podem ser vistos nas figuras 7C e 
D. Os dois fragmentos menores com cerca de 600 pb são correspondentes ao 
braço esquerdo (BE) e braço direito (BD), seguido do marcador de seleção 
esquerdo (ME) e direito (MD), com as medidas próximas a 1,2kb e 850pb, 
respectivamente (figura 7B). 
Posteriormente, na segunda etapa (double joint) os quatros fragmentos 
foram fusionados dois a dois (BE+ME e MD+MD), gerando dois novos 
fragmentos com 1,8 e 1,4 kb para mup1::NeoR e 1,8 e 1,5 kb para mup3::NeoR 
(figura 7C). Após a confirmação do tamanho das bandas esperadas, esses 
fragmentos foram purificados, concentrados e introduzidos em C. neoformans 





Figura 7 - Construção de deleção dos genes MUP1 e MUP3 de C. neoformans, adaptado de 
Kim et. al., (2009). A) esquematização da técnica de “double joint”, onde na primeira etapa 
foram amplificadas as regiões flanqueadoras esquerda (BE) e direta (BD) do gene usando os 
oligonucleotídeos 1+2 e 7+8, respectivamente. Nesta etapa foram amplificadas as regiões do 
marcador de resistência com os oligonucleotídeos 3+4 e 5+6, respectivamente. Na segunda 
etapa, os fragmentos obtidos da primeira etapa foram fusionados dois a dois usando os a 
combinação de oligonucletideos1+4 e 5+8, dando origem a dois novos fragmentos. Em (B), 
amplicons obtidos na primeira etapa. Eram esperados amplicons com aproximadamente 600pb 
para as regiões flaqueadoras (BE e BD) e 1263pb e 850pb para regiões do marcador de 
resistência (ME e MD), respectivamente. C) resultado da fusão da segunda etapa, dando 
origem a dois fragmentos (FE e FD) com tamanho próximos a 1,8 e 1,5kb. BE = braço 
esquerdo; BD = braço direito; ME = marcador esquerdo; MD = marcador direito; FE = 
fragmento esquerdo; FD = fragmento direito. 
 
A seleção dos transformantes foi em YPD contendo G418 (Geneticina), 
permitindo o crescimento de colônias resistentes, indicando a integração do 
cassete de deleção no genoma. Os transformantes obtidos foram transferidos 
para uma nova placa de seleção com o intuito de confirmar o crescimento na 
presença da droga. Ao todo, cinco e onze transformantes foram construídos 
para mup1::NeoR e mup3::NeoR, respectivamente.  
Posteriormente, a integração homóloga foi diagnosticada através da 
técnica de PCR usando um primer específico do lócus gênico externo à 
construção e um primer interno ao gene marcador de resistência, de modo que 
somente aqueles transformantes com integração homóloga apresentaram 
amplificação no PCR diagnóstico (figura 8A). Consequentemente, quatro 
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transformantes mup1::NeoR e sete mup3::NeoR apresentaram integração 
homóloga do cassete de deleção nos genes de interesse (figura 8B). 
 
 
Figura 8 - PCR diagnóstico para confirmação da deleção dos genes MUP1 e MUP3. A) 
Estratégia da confirmação da deleção usando a combinação de um oligonucletídeo na 
orientação direta, externo à construção (PRCP264 para mup1 e PRCP271 para mup3) e outro 
oligonucletídeo interno, na orientação reversa (MAV162) resultando em amplicons com 954pb, 
respectivamente. Em (B) o perfil de bandas geradas para os mutantes mup1 e mup3. BE = 
braço esquerdo; BD = braço direito; MR = marcador de seleção. 
 
Apesar dos oligonucleotídeos específicos terem produzidos resultados 
satisfatórios, foi realizado Southern blot dos transformantes para confirmação 
da deleção mup1::NeoR e mup3::NeoR. A estratégia de confirmação por 
Southern blot implica em uma diferença no tamanho das bandas entre 
selvagem e mutante quando gDNA destes indivíduos é digerido com EcoRV 
(MUP1) e PvuII (MUP3). Para o gene MUP1 os mutantes apresentaram uma 
banda específica de 1,9 kb enquanto que o selvagem permaneceu com uma 
banda de 3,6 kb (figura 9A). Para o locus MUP3 o alelo selvagem permaneceu 
com uma banda de 3,8 kb, enquanto que no alelo mutante houve um aumento 
considerável no tamanho da banda (maior que 8 kb) (figura 9B). Todos os 
candidatos a mutantes mup1 apresentaram padrão de bandas esperado (figura 
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9C), confirmando a deleção. Por outro lado, apenas o candidato a mup3::NeoR 




Figura 9 - Southern blot. (A) Perfil esperado de bandas para digestão do gDNA com a enzima 
PvuII: selvagem (H99) 3679 pb e mup1 1939 pb. Em (B), o padrão de bandas esperados para 
a digestão com a enzima EcoRV: 3892pb para o alelo selvagem e > 8kb para o alelo mup3. C) 
o resultado da digestão do gDNA do mutante mup1 e (D) para mup3. pb = pares de base; kb = 
kilobases 
 
 Estes resultados confirmaram a deleção dos genes CNAG_07693 e 
CNAG_03955, os quais supostamente codificam Mup1 e Mup3. Considerando-
se que os genes possam codificar proteínas redundantes, construiu-se um 
duplo mutante. Com esta finalidade, foram feitas outras duas construções, 
mup1::HygR e mup3::HygR (figura 10A e B), as quais foram introduzidas nos 
mutantes mup3 e mup1, respectivamente. No total, trinta e sete transformantes 
foram obtidos e três destes foram positivos no diagnóstico por PCR (figura 
10C). Os positivos foram submetidos à técnica de Southern blot e a estratégia 
de deleção pode ser observada na figura 10D. E destes três, apenas o 
candidato mup1::NeoR/mup3::HygR#35 não apresentou o padrão de bandas 
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. A) Fragmentos 
na primeira etapa a partir da técnica “double joint” e (B) mostra a fusão dos fragmentos 
conforme descrito por Kim et al. (2009). (C) Transformantes identificados por PCR de colônia 
onde se era esperado fragmentos com 954pb. D) Estratégia para confirmação do duplo 
mutante mup1/mup3. Para o selvagem, as bandas 4,7 e 7,2kb eram esperadas, enquanto que, 
para as bandas referente aos genes MUP1 e MUP3 eram esperados 5,3 e 6,3kb e (E) a 






6.4. Caracterização fenotípica de Mup1 e Mup3 quanto à capacidade de 
assimilação de aminoácidos 
É possível fazer inferências sobre a especificidade de uma permease 
comparando-se o desempenho de crescimento da linhagem mutante em 
relação à selvagem, frente a um único aminoácido como fonte de nitrogênio. 
Desse modo, foi avaliada a capacidade de crescimento das linhagens mup1, 
mup3 e mup1/mup3 em relação ao selvagem H99 em vinte L-aminoácidos (L-
AA) separadamente como fonte única de nitrogênio. Primeiramente, conduziu-
se o ensaio de assimilação de aminoácidos para a linhagem H99, com o 
objetivo de determinar o padrão de crescimento do selvagem nas temperaturas 
de 30º e 37°C (figura 11A e B). 
 
 
Figura 11 – A avaliação do crescimento da linhagem selvagem (H99) utilizando diferentes 
aminoácidos como fonte de nitrogênio em comparação à fonte preferencial de nitrogênio 
(amônia). Concentrações conhecidas de células foram inoculadas em placa de 96 poços 
contendo meio mínimo (YNB) acrescido de dextrose e 10 mM da fonte única de nitrogênio 
(cada um dos 20 L-AA individualmente, exceto a tirosina) a 30°C (A) e 37°C (B), durante 48 
horas sobre agitação. Significância (p) ≤ 0,001 ***. 
 
De forma geral, a 30 °C, nossos resultados mostram que o grupo de L-
AA ácidos ou amidas são ótimas fontes de nitrogênio, assim como a arginina, 
glicina e prolina, sendo que não há diferença significativa entre o crescimento 
nestas condições e o controle (sulfato de amônia), considerado aqui como a 
fonte preferencial. Este dado está de acordo com os relatos da literatura (LEE 
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et al., 2011; CHANG et al., 2015). A isoleucina, metionina e valina foram 
consideradas fontes não preferenciais para o desenvolvimento do fungo, mas 
ainda suportaram crescimento (figura 11A). Já a alanina, treonina e a histidina 
não promoveram crescimento, entretanto, isto não foi observado nos resultados 
de Lee et al., (2011) e Chang et al., (2015). Além disso, o uso da isoleucina 
alcançou uma taxa de crescimento do fungo menor que 20%, portanto, não 
sendo uma boa fonte de nitrogênio. Este resultado é semelhante aos 
resultados de Lee et al., (2011) e diferente de Chang et al., (2015), o qual 
sugere que esses aminoácidos são fontes regulares de nitrogênio. Ainda no 
grupo dos aminoácidos alifáticos, o uso da glicina foi unanimemente 
considerado como ótima fonte nitrogênio para o fungo, além disso, este 
aminoácido é diferentemente utilizado por C. neoformans e C. gatti, cujo o 
segundo é capaz de usar a glicina como fonte de carbono (LEE et al., 2011; 
NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012; CHANG et al., 2015).  
Entretanto, o aumento da temperatura (37°C) causou decréscimo geral 
no crescimento de C. neoformans em relação aos aminoácidos avaliados. O 
perfil de crescimento a 37 C pode ser visto na figura 11B. Somente a 
asparagina não teve crescimento significativamente diferente do controle 
(sulfato de amônia). Nestes ensaios não foi possível usar o aminoácido L-
tirosina devido ao baixo pH necessário para dissolvê-lo no meio de cultivo, 
inviabilizando o crescimento do fungo. 
Uma vez que os aminoácidos foram classificados quanto a sua 
capacidade de suportar crescimento no tipo selvagem, o mesmo experimento 
foi feito para os mutantes simples e o duplo. Os dados obtidos da porcentagem 
de crescimento dos mutantes foram tratados estatisticamente de maneira 
individual (ANOVA, p <0.05, GraphPad Prism program 5). As linhagens 
mutante e selvagem mostraram uma ligeira diferença no crescimento tanto a 
30º e 37°C na presença da fonte preferencial de nitrogênio (amônia) como 
pode ser observado na figura 12A e B, porém esta diferença sutil não pode ser 
visualizada no ensaio de diluição seriada em placa, provavelmente porque a 
solidificação do meio requer ágar, o qual invariavelmente tem contaminação 
com fontes diversas de nitrogênio, portanto, os dados de assimilação feitos em 





Figura 12 – A comparação relativa do crescimento das linhagens mutantes vs selvagem na 
presença da fonte preferencial de nitrogênio (NH4) à 30 e 37°C. Significância (p) ≤ 0,05*. 
  
Após a análise do crescimento das linhagens mutantes na presença da 
fonte preferencial, foi realizada a comparação do desenvolvimento dos 
mutantes frente aos 19 aminoácidos testados anteriormente na linhagem 
selvagem, nas temperaturas de 30 e 37°C (tabela 4). Neste ensaio foi possível 
observar que as deleções causaram flutuações na capacidade de crescimento 
dos mutantes em geral quando comparado ao selvagem, indicando que a falta 
destas permeases afetaram a capacidade de assimilação de diversos 
aminoácidos. A 30°C, ocorreu o efeito mais drástico principalmente para o 
duplo mutante na presença dos aminoácidos valina (43%) e metionina (30%) 
como fontes únicas de nitrogênio. Além disso, o duplo mutante teve o seu 
crescimento reduzido em aproximadamente 40% na presença da serina e 
triptofano. Dos mutantes individuais, apenas o mutante mup3 teve o 
crescimento afetado usando triptofano (34%) e metionina (52%) como fonte 
única de nitrogênio. Com o aumento da temperatura (37°C), podemos destacar 
o maior efeito na redução do crescimento de todos os mutantes quando o meio 
de cultivo continha somente metionina, onde mup1, mup3 e mup1/mup1 











Tabela 4 – Crescimento relativo dos mutantes mup1 e mup3 (simples e duplo) relativo ao 
selvagem a 30 e 37°C em aminoácidos como fonte única de nitrogênio. Significância p ≤ 0,05 *, 
0,005 ** e 0,001***. Os gráficos constituintes desta tabela podem ser observados no apêndice 
G a J (pag. 98 a 101). 
 30°C  37°C 
AA mup1 mup3 
mup1/ 
mup3 
 mup1 mup3 
mup1/ 
mup3 
Gly 105% 86% 90%  83% 









105% 122% 100%  111% 93% 88% 
Val 115% 101% 
** 
43% 
 136% 40% 80% 
Ser 77% 89% 
* 
58% 
 136% 96% 105% 
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Portanto, esses resultados indicam que as mutações aliadas à 
temperatura elevada prejudicam a eficácia da importação desses aminoácidos, 
reduzindo a capacidade de crescimento. Ainda, fica claro que Mup1 e Mup3 de 
C. neoformans, de fato, codificam permeases transportadoras de aminoácidos, 
no entanto, não parecem ter função específica no transporte de aminoácidos 
sulfurosos. Estes resultados aliados com os dados de PCR em tempo real 
sugerem que os genes MUP1 e MUP3 de C. neoformans codificam permeases 
globais de aminoácidos, diferentemente da atividade específica dos 
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transportadores Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae. Contudo, estas permeases são 
importantes para assimilação de fontes não preferenciais de nitrogênio 
principalmente em condições de estresse térmico, que é uma condição que 
pode existir in vivo. 
 
6.5. As permeases Mup1 e Mup3 de C. neoformans não afetam a 
capacidade de acasalamento, mas são importantes para a 
frutificação háploide.  
C. neoformans normalmente se propaga na forma de levedura em meios 
de cultura e no hospedeiro, entretanto, como um basideomiceto dimórfico, este 
fungo pode assumir a forma filamentosa (LIN 2009; WANG e LIN 2012; LIN, 
IDNURM e LIN, 2015). A transição morfológica de levedura para fase 
filamentosa pode ser durante o acasalamento, através da fusão dos tipos 
sexuais a-α (acasalamento bissexual) ou pelo acasalamento unissexual (α-α). 
Além disso, também ocorre uma fase onde a levedura do tipo α pode filamentar 
na ausência de um parceiro (frutificação haploide). Tanto o acasalamento e 
frutificação haploide respondem a certas condições nutricionais como a 
privação nutricional por nitrogênio, ferro (no caso de acasalamento) e estímulos 
do meio ambiente (XUE et al., 2007; KENT et al., 2008; LIN, 2009; WANG e 
LIN 2012; LEE et al., 2012). 
Para avaliar se as permeases Mup1 e Mup3 de C. neoformans 
desempenham função no acasalamento, foram feitos cruzamentos entre as 
linhagens mutantes do tipo α e a linhagem KN99a em meio V8 ágar de acordo 
com Casadevall e Perfect (1998). Após vários dias de incubação, foi possível 
observar que todos os cruzamentos realizados apresentavam formação de 
hifas em toda a borda da colônia e em grandes quantidades (figura 13A), 
sugerindo que as mutações individuais nos genes Mup1 e Mup3, assim como a 
dupla mutação não interferem no processo de acasalamento. Por outro lado, 
todos os três mutantes perderam a capacidade de filamentação haploide, pois 
somente a linhagem selvagem produziu filamentos em torno de toda colônia 
(figura 13B). Estes dados indicam que as permeases Mup1 e Mup3 não são 
relevantes para o acasalamento, mas em contra partida, são de grande 




Figura 13 – Avalição do efeito da deleção dos MUP1 e MUP3 para o acasalamento e 
filamentação de C. neoformans. A) Acasalamento. Suspensões de células contendo 2x10
6 
UFC/mL das linhagens a e α (H99 x KN99a, mup1 x KN99a, mup3 x KN99a e mup1/mup3 x 
KN99a) foram inoculadas (5µL) em meio V8 ágar. B) filamentação haploide. A filamentação 
haploide foi realizada inoculando-se concentrações conhecidas dos mutantes mup1, mup3 e 
mup1/mup3 em meio de filamentação. Ambos os ensaios foram incubados em temperatura 
ambiente, com ausência de luz por aproximadamente 30 dias. Imagens (A) aumento de 200x e 
(B) aumento de 25x. 
 
6.6. A avaliação do efeito da deleção de Mup1 e Mup3 na expressão 
dos fatores de virulência. 
Os fatores de virulência permitem a invasão, sobrevivência e 
colonização do C. neoformans em seu hospedeiro (BARNETT, 2010; COELHO, 
BOCCA e CASADEVALL, 2014). Como um dos objetivos deste estudo é 
compreender o efeito da deleção de MUP1 e MUP3 em C. neoformans, as 
linhagens mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 foram submetidas a uma série 
de ensaios para avaliar a expressão dos principais fatores de virulência. 
A capacidade de crescimento em temperaturas fisiológica dos 
mamíferos é uma ferramenta essencial para que C. neoformans consiga 
sobreviver em seu hospedeiro e desenvolver a doença (ODOM et al., 1997; 
ALSPAUGH, DAVIDSON, e HEITMAN, 2000;  CRUZ; OX; HEITMAN,2001; 
WAUGH et al., 2002). Para acessar se as mutações afetaram o 
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desenvolvimento do fungo em temperaturas elevadas, foram feitos ensaios de 
crescimento na condição de estresse térmico (37°C) e diferentes condições 
nutricionais (YPD, SD+N+AA, SD+N-AA, SD-N+AA e SD-N-AA) com os 
mutantes simples, duplo mutante e o selvagem, tendo como controle o 
crescimento nas mesmas condições a 30 °C (figura 14). O crescimento das 
linhagens foi monitorado diariamente, e durante a avaliação do experimento 
não foi possível identificar variações fenotípicas entre as linhagens mutantes 
em relação à linhagem selvagem nas diferentes condições de temperatura e 
nutrição. Portanto, as deleções das permeases Mup1e Mup3 não afetaram o 
crescimento na temperatura de 37 °C. 
 
 
Figura 14 – Avaliação do crescimento por diluição seriada. Concentrações previamente 
padronizadas da linhagem selvagem e mutantes foram inoculadas em diferentes condições 
nutricionais (YPD, SD+N+AA, SD+N-AA, SD-N+AA e SD-N-AA) e incubadas a 30 e 37°C por 
48h. 
 
Outro relevante fator de virulência em C. neoformans é a biossíntese de 
melanina. A expressão de melanina dos mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 
foram examinados em meio agar Niger seed. Após 48 horas de crescimento a 
30°C as linhagens mutantes produziram melanina tão bem quanto o tipo 
selvagem (figura 15). Esse resultado sugere que as deleções desses genes 
não são relevantes para a produção de melanina. 
 
 
Figura 15 – Ensaio de produção de melanina. Colônias isoladas foram inoculadas em meio 
Agar Niger e incubadas por 5 dias a 30°C. As linhagens de C. neformans H99 e H86 (selvagem 




Um dos importantes fatores de virulência que permite que o C. 
neoformans desenvolva a doença e dissemine para outros tecidos é a 
fosfolipase, neste trabalho foi avaliada a atividade da mesma (figura 16). Dessa 
forma, os mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 foram testados quanto a 
capacidade de produção de fosfolipase em meio ágar gema de acordo com 
Price et al., (1982). Os resultados mostraram que não ocorreu diferença entre 
os mutantes e o selvagem.  
 
 
Figura 16 – Avaliação da produção de fosfolipase. Colônias isoladas de mup1, mup3 e 
mup1/mup3 e H99 foram inoculadas em meio ágar gema e incubadas por cinco dias a 30°C. 
Avaliação foi através da formação do halo de precipitação conforme descrito por Price et al., 
(1982).  
 
A atividade de urease das linhagens mutantes e selvagem foi testada em 
meio Christensen’s urea Agar. A figura 17 mostra o resultado final do tempo de 
incubação, onde os meios que foram inoculados com as linhagens mutantes 
tiveram alteração para coloração avermelhada semelhante ao selvagem, 
indicando que não houve interferência na atividade da urease mesmo ao longo 
do tempo de incubação (48h). 
 
 
Figura 17 – Avaliação da produção de urease. Colônias isoladas foram obtidas a partir de 
culturas crescidas durante 48-72h de H99, mup1, mup3 e mup1/mup3 e BY4742 (S. cerevisiae, 
negativo para urease) foram inoculadas em meio Christensen’s urea, e incubadas a 30°C por 




Para avaliação da produção de cápsula polissacarídica, as linhagens 
mutantes e o tipo selvagem foram induzidos em meio CO2-Independent 
(GIBCO, Cat. 18C45-088, O'MEARA et al., 2012). Foram feitas avaliações 
diárias da produção da cápsula polissacarídica nas temperaturas de 30 e 37°C, 
nos tempos 24, 48 e 72 horas. Os dados estatísticos revelam que não houve 
diferença no volume cápsular entre as linhagens cultivadas a 30°C (ANOVA, p 
<0.05, GraphPad Prism program 5) conforme apresenta a figura 18A e B. Por 
outro lado, o duplo mutante apresentou o volume cápsular reduzido nos tempos 
24 e 48h, alcançando o mesmo volume cápsular do selvagem ao final da 
avaliação, indicando que a deleção das permeases Mup1 e  Mup3 causam um 
retardo na produção deste importante fator de virulência (figura 18C e D). 
Como parâmetro de ensaio, foi utilizado o mutante ura4 que apresenta 
atenuação na produção da cápsula polissacarídica, conforme descrito por De 
Gontijo et al., (2014). 
 
 
Figura 18 – Produção de cápsula polissacarídica dos mutantes em relação ao selvagem nos 
tempos 24h, 48h e 72h. (A) e (B) mostram a análise estatística da síntese da cápsula pelos 
mutantes mup1 e mup3, nas condições de 30° e 37°C, bem como do mup1/mup3 nas mesmas 




6.7. A deleção de Mup3 e a dupla deleção afeta o desenvolvimento do 
fungo em condições de estresse oxidativo. 
Para checar se as deleções dos genes influenciaram a resposta aos 
estresses salino e osmótico, avaliou-se o crescimento das linhagens mutantes 
e selvagem em meio YPD ou SD+N+AA contendo 0,75M de NaCl ou 1M de 
KCl (figura 19A e B). As deleções dos genes MUP1 e MUP3 não afetou o 
crescimento do fungo na presença destes agentes, sugerindo que o transporte 





Figura 19 - Análise do crescimento das linhagens mup1, mup3 e mup1/mup3 em diferentes 
condições de estresse osmótico (A) e salino (B). Os inóculos foram feitos por diluição seriada a 
partir de concentrações conhecidas e inoculados em meio YPD ou SD contendo 0,75 ou 1M de 
KCl ou NaCl. 
Além disso, testou-se também a resposta ao estresse alcalino em YPD 
ou SD+N+AA nos pHs de 6, 7 e 8 (figura 20). E assim, como já observado no 
desenvolvimento do fungo sob estresse salino e osmótico, também não ocorreu 
alteração no crescimento dos mutantes sob todas as concentrações alcalinas 




Figura 20 – Análise do crescimento das linhagens mup1, mup3 e mup1/mup3 em diferentes 
condições de estresse alcalino. Os inóculos foram feitos por diluição seriada a partir de 
concentrações conhecidas e inoculados em meio YPD ou SD com pH ajustado para 6,7 e 8 
nas temperaturas de 30° e 37°C. 
 
Foi investigado também se as permeases de aminoácidos são 
importantes frente aos agentes que levam a danos na membrana plasmática e 
na parede celular. Estes experimentos foram feitos pela adição de SDS 
(0,03%) e congo red 0,5% nos meios de cultura. Entretanto, o crescimento 
celular não foi comprometido nestas condições, e concluímos que os produtos 
dos genes MUP1 e MUP3 não são requeridos nestas situações de danos à 




Figura 21 – Análise da integridade da parede celular e membrana plasmática dos mutantes 
mup1, mup3 e mup1/mup3. Concentrações conhecidas das linhagens mutantes e selvagem 
(H99) foram inoculadas em YPD contendo 0,5% de vermelho de congo foi usado para avaliar a 
integridade da parede celular e YPD acrescido 0,03% de SDS para viabilidade da membrana 
plasmática, respectivamente. Seguidamente, todas as culturas foram incubadas á 30° e 37°C 
por 48h. 
 
Outra condição de estresse que também avaliamos foi o 
desenvolvimento do fungo em condição de estresse oxidativo e nitrosativo, pois 
essa é uma condição que existe in vivo, uma vez que macrófagos usam 
espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies reativas de nitrogênio (RNS) 
como agentes antimicrobianos (BROWN, DENNING e LEVITZ, 2010). Para 
avaliar se as mutações prejudicaram o desenvolvimento dos mutantes sob 
estresse oxidativo, os mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 foram inoculados 
em meio rico YPD e YNB contendo as concentrações de 1mM e 2,5mM de 
peróxido de hidrogênio (H2O2) (figura 22). Não foi possível observar nenhum 
efeito deste agente sob o crescimento de ambos os mutantes quando em meio 
rico, entretanto, em meio pobre (SD+N+AA) contendo 1mM de H2O2, é possível 
notar que o crescimento do mutante mup3 e do duplo mutante foi ligeiramente 
afetado. Além disso, é possível observar o mesmo efeito a 37°C. Por outro 
lado, não ocorreu alteração no desenvolvimento dos mutantes em estresse 
nitrosativo em todas as condições testadas. Portanto, esses resultados 
sugerem que estas permeases possuem alguma relevância no mecanismo de 




Figura 22 – Avaliação do efeito oxidativo e nitrosativo no desenvolvimento dos mutantes mup1, 
mup3 e mup1/mup3 comparado ao selvagem (H99). Concentrações conhecidas de todos os 
mutantes foram inoculadas em meio YPD, SD+N+AA e SD-N+AA contendo 1mM ou 2,5mM de 
H202 e NaNO2 e posteriormente incubados a 30° e 37°C por 48h. 
 
 
6.8.  Os mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 são mais sensíveis ao 
fluconazol.  
A grande semelhança entre a célula fúngica e animal limitam a 
quantidade de alvos moleculares gerando grandes desafios para se produzir 
novos fármacos que possam alterar o metabolismo do fungo ou elimina-los 
(KAVANAGH, 2005). Contudo, a identificação de alvos moleculares que 
possam atuar em sinergismo com antifúngicos de usos clássicos como 
fluconazol e anfotericina pode melhorar a chance de sucesso em novos 
tratamentos. Com isto em mente, buscamos avaliar o efeito das mutações nos 
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genes MUP1 e MUP3 frente aos antifúngicos fluconazol e anfotericina B. Para 
acessar esta informação, foi realizada a metodologia de concentração inibitória 
mínima (CIM) usando as fitas de E-test a 30° e 37°C.  
Como pode ser observada na figura 23, a sensibilidade da linhagem 
selvagem (H99) frente ao fluconazol foi 32µg/ml a 30°C, entretanto, a 
concentração de 24µg/ml do fármaco foi o suficiente para inibir os mutantes 
mup1, mup3 e mup1mup3. A 37°C foi observado resultados semelhantes, onde 
a concentração de 6µg/ml do fluconazol inibiu o crescimento do H99, já para os 
mutantes as concentrações de 4, 2 e 4µg/ml inibiram o crescimento dos 
mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3, respectivamente. Portanto, estes 
resultados sugerem que as mutações tornam o fungo mais sensível ao 
fluconazol.  
 
Figura 23 – Verificação da sensibilidade dos mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 comparada 
ao selvagem (H99) frente ao fluconazol (E-test) a 30° e 37°C. Formação da zona de inibição 
que corresponde à concentração necessária para inibição do crescimento das linhagens 
testadas. A 30°C, para o H99 a concentração de inibição (80%) foi de 32µg/ml e 24µg/ml para 
os mutantes, respectivamente. A 37°C. Com o aumento da temperatura (37°C), 6µg/ml foram 
necessários para inibir a linhagem selvagem e 4, 2 e 4µg/ml para os mutantes mup1, mup3 e 
mup1/mup3, respectivamente.  As setas vermelhas representam a concentração do fármaco 




Além disso, foi testada a sensibilidade dos mutantes na presença do 
antifúngico anfotericina B como pode ser visto na figura 24. Diferentemente dos 
resultados observados para o antifúngico fluconazol, não houve diferença na 
concentração (0,125µg/ml) necessária para inibição do crescimento da 
linhagem controle e ambos os mutantes, indicando que não há correlações 
entre as permeases Mup1 e Mup3 e o antifúngico anfotericina.   
  
 
Figura 24 – Ensaio de E-test para avaliar a sensibilidade dos mutantes mup1, mup3 e 
mup1/mup3 comparada ao selvagem (H99) na presença do antifúngico anfotericina B (30° e 
37°C). É possível observar a formação da zona de inibição que corresponde à concentração 
(0,125µg/ml) necessária para inibição do crescimento das linhagens testadas.  
 
 
6.9. A deleção dos genes mup1 e mup3 não afetam a virulência em 
modelo invertebrado G. mellonella. 
Uma das vantagens de se trabalhar com C. neoformans, é possibilidade 
de avaliar os efeitos das modificações genéticas na virulência, uma vez que 
existem pelo menos dois modelos animais que possibilitam estudos in vivo. 
Neste trabalho, foi usado o modelo animal invertebrado G. mellonella. As 
vantagens de G. mellonella são a similaridade com o sistema imune de 
mamíferos, baixo custo de manutenção, facilidade de manuseio e a 
possibilidade de incubar as larvas em diferentes temperaturas simulando a 
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temperatura fisiológica dos mamíferos (TREVIJANO-CONTADOR et al. 2015; 
BINDER, MAURER, e LASS-FLÖRL 2016). 
Os resultados das análises dos fatores de virulência mostraram que a 
produção de cápsula polissacarídica foi atenuada nas primeiras 48h no 
mutante mup1/mup3, e também alguns dados na literatura sugerem que 
leveduras com baixa produção de cápsula polissacarídica apresentam 
atenuação ou nenhuma virulência em G. mellonella (TREVIJANO-CONTADOR 
et al. 2015). Desde modo, decidimos verificar se haveria efeito semelhante ao 
já reportado na literatura com o mutante mup1/mup3 a 30° e 37°C. 
A 30°C, as larvas infectadas com H99, mup1, mup3, mup1/mup3 
começaram a morrer entre o terceiro e quinto dia de análise, onde as últimas 
morreram no décimo dia (figura 25A). Com o aumento da temperatura (37°C), 
todas as larvas infectadas já haviam morrido durante sete dias de avaliação 
(figura 25B). Esses resultados sugerem que a ausência das permeases Mup1 e 
Mup3 não afeta a virulência em modelo animal.  
 
 
Figura 25 – Avaliação da virulência em modelo invertebrado G. mellonella. Grupos de 16 larvas 
foram infectados com os mutantes mup1, mup3 e mup1/mup3 e incubados a 30°C (A) e 37°C 
(B) e a sobrevivência foi avaliada durante 10 dias. Larvas infectadas com a linhagem selvagem 





C. neoformans é um patógeno oportunista que coloniza diversos nichos 
ecológicos durante seu ciclo de vida (BARNETT et al, 2010; COELHO, BOCCA 
e CASADEVALL, 2014). Os nutrientes presentes nestes ambientes podem ser 
abundantes ou escassos, o que requer versatilidade metabólica do fungo e 
rápida capacidade adaptativa às condições nutricionais. 
Quando C. neoformans e os fungos em geral, encontram fontes 
preferenciais de nitrogênio, como por exemplo, o sulfato de amônia, estas são 
utilizadas prioritariamente. Nesta condição, os aminoácidos essenciais são 
sintetizados pela própria célula. Em ambientes com baixa disponibilidade das 
fontes preferenciais de nitrogênio, ou na presença de fontes não preferenciais, 
é fundamental a atuação de outros mecanismos para suprir a demanda de 
compostos nitrogenados.  
Neste caso, as permeases desempenham um papel fundamental, pois 
promovem o transporte de aminoácidos do meio ambiente para o meio 
intracelular garantindo, não apenas uma fonte de nitrogênio, mas também o 
suprimento de aminoácidos necessário para a síntese proteica (GRENSON; 
HOU; CRABEEL, 1970; TANAKA e FINK, 1985; ZHU et al., 1996; WIPF et al., 
2002; LEE et al., 2011; KANDA e ABE 2013). Portanto, as permeases de 
aminoácidos são elementos genéticos essenciais para a sobrevivência deste e 
de outros fungos em múltiplos nichos ecológicos. 
Os dados publicados anteriormente (FERNANDES et al., 2015) 
indicaram que o genoma de C. neoformans codifica um pequeno grupo de 
permeases (dez). Dentre estas permeases, duas apresentaram similaridades 
na sequência de aminoácidos com as permeases Mup1 e Mup3 de S. 
cerevisiae. Além disso, foi possível observar que C. neoformans, assim como 
outros basideomicetos, possuem um conjunto de permeases bem diferente dos 
ascomicetos analisados.  
O conjunto das analises de bioinformática realizadas neste estudo 
mostraram que as permeases Mup1 e Mup3 de C. neoformans estão mais 
próximas de U. maydis e mais distantes de outros ascomicetos como C. 
albicans. Portanto, estes achados aliados àqueles obtidos por Fernandes et al., 
(2015) indicam que há grande conservação, não só quanto a organização 
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genômica, mas também quanto a estrutural primária destas proteínas, nas 
espécies de basidiomicetos e ascomicetos. 
Além disso, foi possível observar uma divergência no número de 
domínios transmembrana entre Mup1 e Mup3 de C. neoformans (doze e onze 
domínios respectivamente) e as mesmas proteinas de S. cerevisiae (treze 
domínios) conforme relatado por Isnard, Thomas e Kerjan, (1996). Contudo, 
Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae são uma exceção dentro da superfamília APC, 
as outras vinte e duas permeases pertencentes a esta família possuem doze 
domínios transmembranas (WIPF et al., 2002). Ainda, as outras permeases de 
C. neoformans também possuem doze domínios em suas estruturas proteicas. 
Além disso, a identificação de domínios típicos de proteínas que 
transportam aminoácidos com cotransporte de Na+- glicose (SLC5) e Na+/Cl 
(SLC6) em Mup1 e Mup3 de C. neoformans reforçam a ideia que estas 
permeases atuam como tal e são membros da superfamília APC.  
É interessante notar que os estudos de outras permeases de C. 
neoformans demonstram que a deleção conjunta das permeases Aap4 e Aap5 
afetou o crescimento do duplo mutante em várias condições nutricionais, e o 
mesmo é sensível a 37°C (MARTHO e TEIXEIRA DE MELLO, et al, 2016). 
Contudo, o aumento da salinidade e o pH alcalino melhoram o crescimento 
deste mutante na temperatura fisiológica, sugerindo que, de maneira geral, as 
permeases de C. neoformans atuam com o cotransporte de ions, e assim a 
captação de aminoácidos é beneficiada pelas de alta salinidade e pH alcalino, 
o que se reflete em maior crescimento do mutante. 
Ainda com o intuito de associar os genes MUP1 e MUP3 à captação de 
aminoácidos, foi investigado o perfil de expressão destes genes pela técnica de 
qPCR em resposta à diversas condições nutricionais. Assim como ocorre com 
outros genes de permeases de C. neoformans (FERNANDES, et al., 2015), 
MUP1 e MUP3 são reprimidos pela fonte preferencial de nitrogênio e induzidos 
pela presença de aminoácidos, reforçando a ideia de que estes genes 
codificam permeases de aminoácidos. 
Porém, foi a análise do crescimento dos mutantes simples e duplo 
(mup1, mup3, mup1/mup3) em cada um dos 20 aminoácidos como fonte única 
de nitrogênio que possibilitou a classificação das permease Mup1 e Mup3 
como transportadores globais de aminoácidos. Como mostrado nos resultados, 
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estas permeases não parecem ter afinidade exclusiva por metionina, uma vez 
que a deleção de ambas, em conjunto ou em separado, acarreta flutuações no 
crescimento em várias classes de aminoácidos, sugerindo que as mesmas tem 
um amplo espectro de substratos.  
O mesmo foi relatado para três outras permeases (Aap2, Aap4, e Aap5), 
as quais tem sua transcrição induzida pela presença de aminoácidos, são 
reprimidas pela fonte preferencial de nitrogênio e a deleção das mesmas leva a 
redução do crescimento na presença de aminoácidos como fonte única de 
nitrogênio (MARTHO et al., 2016). Portanto, ao contrário do que os dados 
preliminares de bioinformática sugeriam, Mup1 e Mup3 não parecem ser 
permeases específicas de aminoácidos sulfurosos e sim permeases globais, 
diferindo de S. cerevisiae e dos ascomicetos mais uma vez (ISNARD et al., 
1996; KOSUGI et al., 2000). 
Além de reunir argumentos que atribuíssem uma função para Mup1 e 
Mup3 na captação de aminoácidos, este trabalho teve o objetivo de avaliar o 
papel das permeases em questão na expressão dos fatores de virulência 
clássicos, bem como respostas a diferentes estresses e virulência em modelo 
animal.  
Estas análises mostraram que somente a produção da cápsula 
polissacarídica e o crescimento em estresse osmótico foram afetados pelas 
mutações nos genes MUP1 e MUP3, tanto em separado quanto em conjunto. 
Ainda, os experimentos em modelo animal invertebrado mostraram que estas 
mesmas mutações não afetam a virulência de C. neoformans. Por outro lado, 
outras duas permeases de C. neoformans Aap4 e Aap5 mostraram ser 
essenciais para a captação de aminoácidos tanto a 30 quanto a 37 °C. O duplo 
mutante para estas permeases é incapaz de crescer na temperatura fisiológica 
em várias condições nutricionais, é hipersensível ao estresse oxidativa, incapaz 
de realizar o acasalamento e é avirulento em dois modelos animais 
(camundongo e G. mellonella), sendo, portanto, equivalentes a permease Gap1 
de S. cerevisiae (MARTHO e TEIXEIRA DE MELLO, et al, 2016). 
Além disso, foi observado que os mutantes para os genes MUP1 e 
MUP3 não foram capazes de realizar filamentação haploide, mas por outro lado 
foram capazes de realizar acasalamento. Potanto estes resultados indicam que 
a capacidade dos mutantes produzirem filamentos não foi diretamente afetada, 
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podendo em vez disso, ter ocorrido alguma perturbação genética. Neste caso, 
a impossibilidade do fungo realizar a frutificação haploide pode estar 
relacionada à haploinsuficiência dos mutantes, já que a frutificação haploide é 
realizada com a ausência do tipo sexual oposto. Mas por outro lado, não foi 
possível observar este mesmo fenótipo para a capacidade de acasalamento 
dos mutantes, isto pode ser devido à linhagem do tipo sexual oposto usada no 
experimento ainda conter uma cópia integra dos genes, assim possibilitando o 
acasalamento com sucesso. 
Ainda, observamos que C. neoformans foi mais sensível ao fluconazol 
com a ausência das permeases Mup1 e Mup3, além disso, os estudos do 
nosso grupo mostraram que os mutantes aap4 e aap5 também são sensíveis 
(MARTHO, et al, 2016). Este fenótipo de sensibilidade ao fármaco pode estar 
relacionado aos aspectos nutricionais, visto que estas permeases são 
importântes para diversos atributos do fungo (ex: crescimento na presença de 
aminoácidos, fatores de virulência e morfologia da levedura). 
Além disso, corroborando com a hipótese da sensibilidade do fungo ao 
fluconazol mediante aos aspectos nutricionais, nosso grupo mostrou que a 
deleção do gene APE4 que codifica uma aspartil aminopeptidase pertencente 
ao processo de reciclagem de nutrientes mediada pela via de autofagia, tornou 
também o mutante mais sensível ao fármaco (GONTIJO et al., 2016).  
Pascon et al., (2004) também observou resultados semelhantes com a 
deleção da metionina sintase (Met6) da via de biossíntese da metionina. Além 
disso, esse mutante apresentou sensibilidade a outros fármacos como FK056 e 
ciclosporina A. Em conjunto, todos esses dados levam ao maior 
compreendimento da importância do estudo da reciclagem, biossíntese e 
assimilação de nutrientes em C. neoformans o que pode levar a novas formas 
terapêuticas em conjunto de antifúngicos de uso clássico.  
Em suma, os resultados obtidos nesta dissertação de mestrado sugerem 
que Mup1 e Mup3, ao contrário do que se pensava, são permeases globais que 
não afetam diretamente a virulência de C. neoformans. Os dados reunidos 
ajudam a mostrar que C. neoformans tem duas permeases dominantes de alta 




8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Uma das vertentes deste trabalho foi avaliar o impacto das deleções 
sobre a virulência de C. neoformans e a outra foi avaliar o papel destas 
proteínas na aquisição de aminoácidos. As permeases Mup1 e Mup3 de C. 
neoformans apresentam similaridade com a Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae na 
sua sequencia peptídica, mas distintas na especificidade ao substrato.  
Os nossos ensaios de assimilação de L-AA em conjunto com a 
expressão relativa destes genes, demonstraram que estas duas permeases 
não parecem ter especificidade para o transporte de aminoácidos sulfurosos. 
Estes resultados sugerem que estas duas permeases desempenham um papel 
de permeases globais. Ainda, os dados deste trabalho mostrou que as 
permeases Mup1 e Mup3 são importantes para a biologia do fungo, uma vez 
que os mutantes não foram capazes de realizar a filamentação haploide.  
Além disso, os nossos resultados evidenciaram que a dupla mutação 
entre mup1 emup3 afetou dois importantes fatores de virulência envolvidos na 
sobrevivência do C. neoformans no hospedeiro: a cápsula polissacarídica e 
crescimento em estresse oxidativo. Contudo, mesmo com esses dois fenótipos 
não ocorreram alterações na virulência em modelo animal, indicando que estas 
permeases não são relevantes para patogênese do fungo.  
Outro ponto estudo deste trabalho demonstrou que os Mup1 e Mup3 são 
importantes para a sensibilidade do fungo a fármacos como fluconazol, 
sugerindo que novos fármacos que atuem sobre as permeases possam atuar 
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APÊNDICE A - Linhagens e plasmídeos usados neste trabalho. 
Microrganismo/ 
Plasmídeo 








H86 Mutante para Lacase LIMic 
































































































































APÊNDICE B – Oligonucleotídeos usados neste trabalho. 
Primer Sequencia (5’  -  3’) Gene Alvo 
PRCP271 CAAGCTTGCGGTTTGAAGG MUP1 Diagnóstico 
PRCP272 CTCTGCCTGGTTAATGTGCTTC MUP1 BE* 
PRCP273 CTCCAGCTCACATCCTCGCATGTTGTTACCTGTCGATTAG MUP1 BE 
PRCP274 CTAATCGACAGGTAACAACATGCGAGGATGTGAGCTGGAG MUP1 ME* 
PRCP275 GGAACACGACATCTAAATCCGAAGAGATGTAGAAACTAGCTTCC MUP1 MD* 
PRCP276 GGAAGCTAGTTTCTACATCTCTTCGGATTTAGATGTCGTGTTCC MUP1 BD* 
PRCP277 CCGCTGAACGAATCATTAGAC MUP1 BD 
PRCP264 CAATACCGTTGGCTCTTCC MUP3 Diagnóstico 
PRCP265 GTCAATTCGGAGCTGTAGAAC MUP3 BE 
PRCP266 CCATAATGCAATAGAGCCCCTGCGAGGATGTGAGCTGGAG MUP3 ME 
PRCP267 CTCCAGCTCACATCCTCGCAGGGGCTCTATTGCATTATGG MUP3 BE 
PRCP268 GGAAGCTAGTTTCTACATCTCTTCCTTCGATTTTAGCTATATC MUP3 BD 
PRCP269 GATATAGCTAAAATCGAAGGAAGAGATGTAGAAACTAGCTTCC MUP3 MD 
PRCP270 TCTCAAGGCTAACAATTTGATGC MUP3 BD 
PRCP211 CCCGAACATCGCCTCGCTC  Neo 
PRCP212 ATCCCCATGTGTATCACTGGC  Neo 
PRCP213 ACGACGGGCGTTCCTTGCG  Hyg 
PRCP214 TCGCTTGGTGGTCGAATGGG  Hyg 
MAV162 GACTCACCTTGGGCAGTGGG  Hyg/Neo 












APÊNDICE C – Aminoácidos testados e suas nomenclaturas. 
Nome Símbolo Abreviação Nomenclatura 




Arginina Arg R 
Ácido 2-amino-4-
guanidina-n-valérico 















Fenilalanina Phe  F 
Ácido 2-amino-3-fenil-










Glu E Ácido 2-aminoglutárico 
Glutamina Gln Q Ácido 2-aminoglutarâmico 
Histidina His H 
Ácido 2-amino-3-
imidazolpropiônico 
Isoleucina Ile I 
Ácido 2-amino-3-metil-n-
valérico ou ácido 2-amino-
3-metil-pentanóico 




Lisina Lys K 
Ácido 2,6-diaminocapróico 
ou Ácido 2, 6-
diaminoexanóico 
Prolina Pro P 
Ácido pirrolidino-2-
carboxílíco 
Serina Ser S 
Ácido 2-amino-3-hidroxi-
propiônico ou Ácido 2-
amino-3-hidroxi-
propanóico 




Treonina Thr T 
Ácido 2-amino-3-hidroxi-n-
butírico 
Triptofano Trp W 
Ácido 2-amino-3-
indolpropiônico 
Valina Val V 










APÊNDICE D – Quadro de similaridade e distância entre os homólogos de 
Mup1 e Mup3 de S. cerevisiae no genoma de outras espécies de fungos. 










APÊNDICE F – Predição da estrutura de C. neoformans Mup3. 
 
 
